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Priloga A: Minimalno vpeto drevo, narejeno na podlagi koeficienta podobnosti genetskega 
polimorfizma regije IGS med sevi S. pastorianus. 
Priloga B: Minimalno vpeto drevo, narejeno na podlagi koeficiena podobnosti genetskega 
polimorfizma v mikrosatelitskih zaporedjih med vrstami S. uvarum in hidridnimi sevi rodu 
Saccharomyces (Vrhovnik, 2019). 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
2-D   dvo-dimenzionalen 
ADP   adenozin difosfat 
ATP   adenozin trifosfat 
dH2O   destilirana voda 
DNA   deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EDTA   etilendiamintetraocetna kislina (ang. Ethylenediaminetetraacetic  
   acid) 
HPLC   visokotlačna tekočinska kromatografija (ang. High Performance  
   Liquid Chromatography) 
IHPS   Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije 
NADH  reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotida 
obr./min  obrati na minuto 
OD   optična gostota (ang. Optical Density) 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
Raztopina YNB kemijsko definirano gojišče za rast kvasovk, ki vsebuje dušik, ki ni v 
   obliki aminokislin (ang. Yeast Nitrogen Base) 
Regija ITS  regija notranjih prepisujočih distančnikov ribosomske DNA 
RFLP   polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (ang. Restriction  
   Fragment Lenght Polymorphism) 
rDNA   ribosomska deoksiribonukleinska kislina (ang. ribosomal   
   deoxyribonucleic acid) 
RNA   ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
rRNA   ribosomska ribonukleinska kislina (ang. ribosomal  ribonucleic acid) 
TPP   tiamin pirofosfat 
YPD   gojišče s kvasnim ekstraktom, peptonom in dekstrozo (ang. Yeast  
   Extract Peptone Dextrose) 
ZIM   Zbirka industrijskih mikroorganizmov 
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Alopoliploid    organizem, ki ima štiri kopije genoma, vendar sta od 
     tega po dve kopiji iz različnih vrst organizmov 
Antimicin    antibiotik, ki ga proizvajajo vrste iz rodu   
     Streptomyces in je eden glavnih inhibitorjev  
     respiratorne verige v mitohondrijih  
Fermentor    posoda, kjer poteka biotehnološki proces alkoholnega  
     vrenja kvasovk 
Gluten     rastlinska beljakovina 
Hibridizacija    proces združevanja različnih vrst (mikro)organizmov, 
     pri katerem nastajajo hibridi  
Izo-α-kisline    kisline, ki nastanejo iz hmeljnih α-kislin med  
     kuhanjem pivine 
Kvasovke spodnjega vrenja  kvasovke, ki se po končani fermentaciji posedejo na 
     dno fermentorja 
Kvasovke zgornjega vrenja  kvasovke, ki se po končani fermentaciji dvignejo na 
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Pivo velja za najstarejšo in najbolj priljubljeno alkoholno pijačo na svetu. Med vsemi 
pijačami je na tretjem mestu po svetovni porabi. Pivo je bilo v zgodovini poznano že 
starim Egipčanom in Mezopotamcem, vendar so bila njihova piva popolnoma drugačna od 
današnjih (Hornsey, 2013).  
 
Tradicionalno se za varjenje piva uporablja ječmen, dandanes pa se poleg ječmena za 
proizvodnjo piva uporabljajo tudi različni nadomestki kot so pšenica, oves, koruza, riž, 
ajda in proso.  
 
Ker se dandanes povečuje odstotek posameznikov, ki zaradi genetskih predispozicij ne 
tolerirajo glutena in ker ljudje zaradi različnih prepričanj gluten izločajo iz dnevne 
prehrane, pivovarji čedalje bolj stremijo k proizvodnji brezglutenskega piva, ki ga lahko 
proizvajamo na osnovi žit brez glutena, kot sta na primer ajda ali proso.  
 
Poznamo različne načine delitve piva, vendar je že od nekdaj najbolj pogosta delitev glede 
na vrsto kvasovk, ki jo uporabljamo pri produkciji piva, in sicer na pivo spodnjega in 
zgornjega vrenja. Pri pivu spodnjega vrenja uporabljamo kvasovko Saccharomyces 
pastorianus ali kvasovko spodnjega vrenja, ki se po končanem alkoholnem vrenju 
flokulirana usede na dno fermentorja. Nastala je s hibridizacijo dveh vrst in tekom 
prilagoditve na fermentacijo pivine iz ječmena izgubila določene gene ali pa pomnožila 
njihovo število kopij. Pri pivu zgornjega vrenja uporabljamo kvasovko Saccharomyces 
cerevisiae ali kvasovko zgornjega vrenja, ki se po končanem procesu flokulirana dvigne na 
površino (Adams in Moss, 2008; Boulton in Quain, 2001; Briggs in sod., 2004). 
 
1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
1.1.1  Cilji magistrske naloge 
 
Magistrska naloga je potekala v okviru projekta sodelovanja z Inštitutom za hmeljarstvo in 
pivovarstvo Slovenije in Pivovarno Laško-Union d.o.o.. V magistrski nalogi smo želeli 
ugotoviti, kateri sevi pivske kvasovke Saccharomyces pastorianus in drugi sevi 
Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina na Koroškem, učinkovito fermentirajo 
pivino na osnovi ajde in prosa. Prav tako smo želeli preveriti fermentativne lastnosti 
različnih sevov v konusnih mini-fermentorjih. Iz tega razloga smo spremljali hitrost in 
učinkovitost porabe substrata pod pogoji fermentacije, ki je značilna za tehnologijo piva 
spodnjega vrenja. Kvasovkam smo želeli tekom izvedbe magistrske naloge določiti tudi 
tehnološke lastnosti, kot so sposobnost rasti pri nizkih temperaturah, hitrost rasti ob 
prisotnosti ajde ali prosa v gojišču, sposobnost asimilacije maltoze, maltotrioze in rafinoze 
kot edinih virov ogljika, sposobnost flokulacije s testom HELM in tvorbo fenolnih spojin 
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na gojiščih z dodanimi prekurzorji. Prav tako smo želeli določiti tudi kemijske parametre 
končnega produkta.  
 
1.1.2  Delovne hipoteze magistrske naloge 
 
● Ker kvasovka Saccharomyces pastorianus ni prilagojena na fermentacijo pivine iz 
ajde in prosa, bo imel končni produkt slabše pivovarske lastnosti v primerjavi s 
produktom, ki je fermentiran na osnovi pivine iz ječmena. 
 
● Ker ima kvasovka Saccharomyces pastorianus povečano število kopij genov za 
asimilacijo maltoze in ker lahko učinkovito asimilira tudi maltotriozo, bo v 
primerjavi z drugimi sevi Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina na 
Koroškem, uspešneje fermentirala pivino na osnovi ajde in prosa. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZGODOVINA PIVSKIH KVASOVK 
 
Pivo velja za najstarejšo in najbolj priljubljeno alkoholno pijačo na svetu. Dokazi 
nakazujejo, da naj bi pivo, kakor tudi vino, pridelovali že 2000 (Madigan in sod., 1997), 
6000 (Homan, 2004) oziroma 7000 (Demain in sod., 1998) let pred našim štetjem. S tega 
vidika predstavlja pivo najstarejšo obliko biotehnološke dejavnosti v zgodovini človeštva. 
Vprašanje, ali lahko odkritje omenjene pijače pripišemo naključni kontaminaciji zrn ali 
radovednosti ljudi, ostaja skrivnost. Ljudje v antičnih časih niso razumeli biokemijskega 
procesa fermentacije, a so, ne glede na omenjeno dejstvo, fermentacijo tisoče let 
uporabljali z namenom ohranjanja kakovosti in varnosti živil ter pijač (Sicard in Legras, 
2011).  
 
Prvi zaslužen za opis evkariontskih enoceličnih organizmov iz kraljestva gliv – kvasovk je 
bil leta 1680 Antonie van Leeuwenhoek. Leta 1837 je bil Charles Cagniard de Latour prvi, 
ki je kvasovkam pripisal sposobnost alkoholne fermentacije (Barnett, 2000) in šele 20 let 
pozneje, leta 1860, je Louis Pasteur v svojem delu Mémoire sur la fermentation alcoolique 
eksperimentalno dokazal, da kvasovke v procesu fermentacije tvorijo etanol in ogljikov 
dioksid iz sladkorjev, ki so jim na razpolago (Pasteur, 1860). Nekaj let pozneje, do konca 
19. stoletja, so s pomočjo tehnike redčenja izolirali čiste kulture pivskih kvasovk. Na 
podlagi morfoloških in fermentativnih lastnosti jih je Emil Christian Hansen leta 1883 
razvrstil v različne seve (Rank in sod., 1988).  
 
Pozneje so kvasovke glede na njihovo sposobnost flokulacije razdelili na dva tipa: 
kvasovke zgodnjega vrenja ali »ale kvasovke« in kvasovke spodnjega vretja ali »lager 
kvasovke«. Rod Saccharomyces zajema nekaj zelo pomembnih vrst za živilsko industrijo, 
med njimi tudi Saccharomyces pastorianus, ki je v današnjem času zelo pomembna za 
proizvodnjo piva spodnjega vrenja (Rainieri in sod., 2006). 
 
2.2 OSNOVNE SUROVINE ZA PROIZVODNJO PIVA 
 
Kakovostne surovine so ključnega pomena pri varjenju piva. Med osnovne surovine za 
proizvodnjo piva sodijo: voda, slad, hmelj in kvasovke. Mnogi pivovarji pri proizvodnji 




Pivo je v največji meri sestavljeno iz vode (Hough, 1985), zato lahko trdimo, da ima na 
kakovost končnega proizvoda – piva – velik vpliv kakovost primarne surovine – vode 
(Pires in Brányik, 2015). Voda mora biti tako mikrobiološko kakor kemijsko ustrezna, če 
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jo želimo vključiti v proces proizvodnje piva (Boulton in Quain, 2001). Ker imajo različni 
vodni viri različno vsebnost mineralov, je način varjenja in okus piva različen od regije do 
regije (Pires in Brányik, 2015). Varjenje različnih vrst piva zahteva vodo z ustrezno ionsko 
jakostjo, zato jo večji pivovarji s pomočjo na primer reverzne osmoze mehčajo, saj je voda 




Druga pomembna sestavina piva je slad. Slad so namakana, kaljena in posušena žita. Iz 
škroba v sladu se v procesu drozganja ustvarjajo fermentabilni sladkorji, iz katerih v 
procesu varjenja piva nastane etanol, ki daje pivu značilen vonj in okus. Glavni vir škroba 
v pivovarstvu so žita; v Evropi večinoma ječmen, uporablja pa se tudi pšenica, oves, rž, 
ajda in vrsta drugih kultur (Boulton in Quain, 2001). 
 
2.2.2.1 Ječmen in njegovi nadomestki 
 
Za proizvodnjo sladu se večinoma uporablja ječmen (Hordeum vulgare) (Briggs in sod., 
2004). Najpogostejša izbira sta dvo- in šest-vrstični ječmen. Dvo-vrstični ječmen ima večja 
zrna in večjo vsebnost škroba, medtem ko šest-vrstični ječmen vsebuje manj škroba (Pires 
in Brányik, 2015), ima večjo vsebnost proteinov in β-glukanov (O'Toole in Lee, 2006). 
Ječmen ima določene prednosti pred drugimi škrobnimi viri, kot so: prisotnost plev, ki 
predstavljajo dobro filtrirno sredstvo pri precejanju pivine, manjšo dovzetnost za 
kontaminacijo s plesnimi in nižjo temperaturo zaklejitve škroba (MacLeod, 1977). 
 
Pri proizvodnji piva se pivovarji velikokrat poslužujejo uporabe drugih virov škroba 
(nadomestkov), kot so neslajen ječmen, pšenica, koruza, riž in drugih virov ogljikovih 
hidratov, kot so škrob, saharoza, glukoza. Z uporabo nadomestkov pivovarji predvsem 
nižajo stroške proizvodnje piva (Pires in Brányik, 2015). 
 
2.2.2.2 Ajda in proso 
 
Dandanes se za proizvodnjo sladu uporabljajo tudi druge vrste žit in psevdožit, tudi 
navadna ajda (Fagopyrum esculentum) in proso (Panicum milliaceum) (Boulton in Quain, 
2001). Gre za čedalje pogostejšo izbiro tovrstnih žit, kadar želimo, da končni produkt ne 




Pivovarji uporabljajo neoplojene ženske cvetove hmelja (Humulus lupulus), ki vsebujejo 
grenkobne smole in esencialna olja. Le-ti prispevajo k edinstveni grenkobi, ki uravnava 
sladkobnost sladu, okusu in obstojnosti piva. (O'Toole in Lee, 2006). Popularizacija hmelja 
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se je začela v 13. stoletju. Pred tem, pa vse do 16. stoletja, ko je postal hmelj vsakdanji 
dodatek pivu, so vanj za okus dodajali druga zelišča. Pivu so dodajali tudi različne 
mešanice začimb, zelišč in jagod na podoben način kot danes dodajajo hmelj. Hmelj daje 
pivu nekaj ključnih želenih karakteristik (Boulton in Quain, 2001). Prispeva h koloidni 
stabilnosti piva, s tvorbo netopnih kompleksov s proteini in polipeptidi, prav tako pa vpliva 
na mikrobiološko stabilnost piva (De Keukeleire, 2000). Tekom varjenja piva se iz hmelja 
sproščajo izo-α-kisline, ki delujejo baktericidno in s tem pripomorejo k obstojnosti piva 
(Hornsey, 2013).  
 
2.2.4 Pivske kvasovke 
 
Dandanes ima večina pivovarjev svoj lasten sev kvasovk (Bamforth, 2006), ki ga izberejo 
na podlagi stopnje in obsega rasti, stopnje in obsega fermentacije, okusa in arome 
proizvedenega piva ter flokulacijskih sposobnosti (Briggs in sod., 2004).  
 
Vse pivske kvasovke so po uradni taksonomiji uvrščene v rod Saccharomyces, pivovarji pa 
pogosto opredeljujejo dva tipa kvasovk (Lewis in Young, 2001):  
 
• kvasovke zgornjega vrenja, ki sodijo v vrsto Saccharomyces cerevisiae, 
• kvasovke spodnjega vrenja, ki sodijo v vrsto Saccharomyces pastorianus. 
 
Značilnosti kvasovk zgornjega vrenja so, da se po končani fermentaciji flokulirane 
dvignejo na površje, saj flokuli (skupki celic) ujamejo ogljikov dioksid, ki jim le-to 
omogoča. Za kvasovke zgornjega vrenja je značilno, da optimalno delujejo pri 
temperaturah fermentacije med  18 in 22 °C ali višje. Pomembna lastnost vrste S. 
cerevisiae je tudi, da počasi asimilira maltotriozo in ne asimilira melibioze. Tip piva, ki 
nastane pri fermentaciji s kvasovkami zgornjega vrenja, se imenuje pivo »ale« ali pivo 
zgornjega vrenja. Med piva zgornjega vrenja spadajo na primer Pale ale, Indian pale ale, 
Porter in Stout (Adams in Moss, 2008; Boulton in Quain, 2001; Briggs in sod., 2004; 
Stewart in sod., 2013). 
 
Po drugi strani se lastnosti kvasovk spodnjega vrenja nekoliko razlikujejo od prej 
omenjenih kvasovk. Značilnosti kvasovk spodnjega vrenja so, da se po koncu fermentacije 
flokulirane usedejo na dno fermentorja. Optimalna temperatura rasti in razmnoževanja je 
nižja od 15 °C. Pomembna lastnost vrste S. pastorianus je tudi, da učinkovito asimilira 
maltotriozo in melibiozo. Tip piva, ki nastane pri fermentaciji s kvasovkami spodnjega 
vrenja, se imenuje pivo »lager« oziroma ležak ali pivo spodnjega vrenja. Beseda lager 
izvira iz nemškega glagola »lagern«, kar pomeni počivati, ležati ali shraniti. Ravno piva 
tega tipa po končani fermentaciji shranijo, da dozori aroma in da se izboljša kakovost 
končnega proizvoda. Najbolj znana piva spodnjega vrenja so nemško pivo poznano pod 
imenom Helles (svetlo) in Dunkles (temno), avstrijsko pivo Wiener ponekod imenovano 
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tudi marčno pivo, piva plzenskega tipa Pils, pivo tipa Dortmunder in pivo tipa Bock 
(Adams in Moss, 2008; Boulton in Quain, 2001; Briggs in sod., 2004; Stewart in sod., 
2013). 
 
2.3 PROCES PROIZVODNJE PIVA 
 
Pivovarstvo je proizvodnja alkoholnih pijač v procesu, imenovanem fermentacija, kjer iz 
slajenega zrnja kvasovke tvorijo etanol in ogljikov dioksid (Hornsey, 2013). Tehnologija 
piva je v grobem razdeljena v tri faze: proizvodnja sladu, varjenje pivine in primarna ter 
sekundarna fermentacija (Boulton in Quain, 2001). 
 
 
Slika 1: Shema postopka proizvodnje piva (Young, 2015). 
 
2.3.1 Proizvodnja sladu 
 
Prva stopnja proizvodnje sladu je namakanje in pranje žita, kar poteka v posebnih 
kovinskih posodah, imenovanih močilniki. Namakanje žita traja 2-3 dni v vodi, ki ima 
temperaturni razpon med 13 in 18 °C. S tem dosežemo 42-46 % navlaženje semen, pri 
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čemer pride do sproščanja hormonov kaljenja, giberelinov (Bamforth, 2006; Boulton in 
Quain, 2001; Kunze in sod., 2010), odstranitev nečistoč, fenolnih komponent ovoja, topnih 
organskih snovi in mikroorganizmov (O'Toole in Lee, 2006). Med procesom namakanja 
žito prepihujemo z zrakom zaradi potreb semena po kisiku. Ko seme vodo privzame, le-ta 
v semenu ni enakomerno razporejena, zato je pomembno, da seme vmes počiva v komori z 
zadostno vlažnostjo, da se voda, ki jo je seme privzelo tekom namakanja, enakomerno 
razporedi po celotnem semenu. Ko semena dosežejo 46 % navlaženost, gre seme v kalilno 
komoro. Sledi kaljenje v kalilnici, 3-6 dni pri 16-20 °C (Bamforth, 2006), pri katerem 
pride do sinteze encimov: proteaz ter α-, ß-amilaz, in ß-glukanaz, ki imajo potencial, da 
škrob v zrnju pretvorijo v sladkor (O'Toole in Lee, 2006). Nakaljeno zrnje se imenuje 
zeleni slad. Po kaljenju se semenom doda voda, da se slad duši. Med procesom dušenja 
vplivamo na utekočinjanje škroba. Škrob pri tem pridobi steklasto strukturo. Ko seme v 
nadaljevanju sušimo, se škrob zopet strdi (Boulton in Quain, 2001). Sledi zadnja stopnja, 
sušenje, pri katerem kaleči ječmen prepihamo z vročim zrakom, s čimer se ustavi rast 
rastline, zniža vsebnost vlage v sladu, kar vpliva na stabilnost sladu in ohrani encimsko 
aktivnost (Boulton in Quain, 2001; Hough, 1985). Slad dobi specifičen okus in aromo 
(Kunze in sod., 2010; O'Toole in Lee, 2006). Čas in temperatura sušenja sta odvisna od 
njegove namembnosti. Posušenemu sladu se pred skladiščenjem odstranijo kalčki in 
koreninice. Pred uporabo mora slad še fiziološko dozoreti, kar traja vsaj en mesec (Briggs 
in sod., 2004). 
 
Pred nadaljnjo uporabo slad zmeljejo. Granulacija sladu je zelo pomembna, ker po 
drozganju služi kot sredstvo za filtriranje sladice. Med mletjem zrn mora luska – pleva 
zrna ostati cela, saj je le-ta zelo pomembna pri poznejši filtraciji sladice, medtem, ko se 
mora endosperm dodobra zdrobiti, vendar ne preveč, saj lahko pozneje pri precejanju 
sladice premajhni zmleti delci vplivajo na mašenje cedila (Hornsey, 2013). 
 
2.3.2 Proizvodnja pivine ali varjenje 
 
Druga faza je proizvodnja pivine ali varjenje, v kateri slad in druge škrobne vire 





Drozganje je proces, v katerem se zdrobljeni slad pomeša z vročo vodo, zato da encimi, kot 
so α-, ß-amilaze, razgradijo škrob v vodotopni sladkor, večinoma maltozo. Z drozganjem 
začnemo pri temperaturi okrog 45 °C, kjer se aktivira delovanje citolitičnih encimov, ki 
vplivajo na razgradnjo celičnih sten. Sestavni del celičnih sten so proteini, ki se razgradijo 
s pomočjo proteinaz in peptidaz do aminokislin in polisaharidi β-glukani, katerih 
razgradnja poteka s pomočjo β-glukanaz. Če β-glukani ostanejo nerazgrajeni, povečujejo 
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viskoznost sladice in povzročajo težave pri filtraciji, ker se med seboj povezujejo v »gel 
formacije« (Boulton in Quain, 2001). Drozganje pri 45 °C se izvaja približno pol ure. Sledi 
dvig temperature za 30 minut na 64 °C, kar je optimalna temperatura za delovanje β-
amilaz. Drozgo nato segrejejo na 72 °C, kar je optimalna temperatura za delovanje α-
amilaz. Le-te vplivajo na razgradnjo škroba. Tudi pri tej temperaturi drozganje traja 
približno pol ure. Nato se temperatura drozganja dvigne na 78 °C, kar je temperatura 
inaktivacije encimov (Ayres in sod., 1981; Kunze in sod., 2010).  
 
Med drozganjem se torej netopne snovi pretvorijo v topne, saj lahko le v topni obliki 
vstopijo v pivino. Vse snovi, ki so v raztopini, imenujemo ekstrakt (sladkorji, proteini, 
dekstrini, anorganske substance), netopne snovi (visokomolekularni proteini, celuloza, del 
škroba) pa ostanejo v filtrni pogači med precejanjem (Kunze in sod., 2010). Po končanem 
procesu drozganja dobimo iz škroba fermentabilne sladkorje, in sicer 40-55 g/L maltoze, 
10-15 g/L maltotrioze, 5-10 g/L glukoze, 1-3 g/L saharoze in 1-2 g/L fruktoze, ter 1-2 g/L 




Precejanje je ločevanje sladice od izluženega sladu. Precejanje lahko poteka na dva načina: 
skozi odprtino na dnu posode za drozganje, pri čemer za cedilo oziroma filter služi kar 
izluženo zrnje – filtrna pogača; ali skozi posebna plitva cedila. Po odcejanju dobimo 
prvenec. Prvenec je sladica, ki nima dodane vode. Je torej sladica pred redčenjem, pred 
spiranjem plev. Takšna sladica ima višji ekstrakt kot končno pivo. Ko se sladica precedi 
skozi filtrno pogačo, se le-to spere z vodo, da se iz plev – filtrne pogače res odstranijo vsi 
želeni produkti, kot so na primer sladkorji in druge pomembne snovi za nadaljnji proces. S 
spiranjem se ne sme pretiravati, saj se sladica na račun tega lahko preveč razredči. Prav 
tako lahko tekom spiranja filtrne pogače speremo določene neželene snovi, kot so na 




Kuhanje služi sterilizaciji sladice, izomerizaciji hmeljnih smol in izločanju žveplovih 
spojin, ki lahko kasneje kvarijo vonj in okus piva. Med kuhanjem se dodaja hmelj, ki 
vsebuje grenke snovi, polifenole in eterična olja, ki dajejo pivu značilen grenak okus in 
aromo ter prispevajo k stabilnosti piva (O'Toole in Lee, 2006). Pivino na koncu zavremo, 
pri čemer mora biti kuhanje in vretje enakomerno in intenzivno in traja od 45 do 120 
minut, odvisno od učinkovitosti sistema, ki je v uporabi (Hornsey, 2013). S tem dosežemo 
koagulacijo proteinov in taninov (Hough, 1985), ekstrakcijo olj, grenčičnih snovi in 
polifenolov iz hmelja (Hornsey, 2013), ter evaporacijo hlapnih snovi z neprijetnim vonjem, 
med katerimi je tudi dimetilsulfid (Kunze in sod., 2010; MacLeod, 1977). Pred 
fermentacijo pivini odstranimo ostanke hmelja in jo ohladimo na ustrezno temperaturo, 
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odvisno od tipa piva: 10-15 °C za pivo spodnjega vrenja in 15-20 °C za pivo zgornjega 
vrenja (Briggs in sod., 2004). 
 
2.3.3 Fermentacija z zorenjem 
 
Naslednja stopnja procesa je fermentacija z zorenjem. Pri fermentaciji gre večinoma za 
anaeroben proces, z izjemo začetne stopnje, ko vcepimo startersko kulturo kvasovk. Pivske 
kvasovke potrebujejo molekularni kisik za sintezo sterolov in nenasičenih maščobnih 
kislin, ki so esencialni gradniki celične membrane. Ko kvasovke nekaj časa rastejo 
aerobno, akumulirajo sterole in nenasičene lipide v celici v zadostni koncentraciji, da jih v 
anaerobnih razmerah lahko »razredčijo«. Poleg tega aerobna rast v začetku procesa 
omogoča hitro celično rast (Boulton in Quain, 2001; Hornsey, 2013; O'Toole in Lee, 
2006). Na začetku fermentacije lahko pride do t.i. efekta Crabtree. Do pojava pride, če so 
koncentracije glukoze na začetku fermentacije visoke. Zgodi se, da kljub oksidativnim 
pogojem poteka razgradnja glukoze s pomočjo fermentacije, saj so respiratorni geni 
inhibirani, respiratorni encimi pa inaktivirani s presežkom substrata. Po približno 16-20 
urah kvasovke porabijo ves kisik, vzpostavijo se anaerobni pogoji in začne se fermentacija. 
Med fermentacijo kvasovke s svojimi encimi pretvarjajo fermentabilne sladkorje – 
maltozo, maltotriozo, glukozo, fruktozo in saharozo v etanol in ogljikov dioksid (De 
Deken, 1966). Ne glede na to, da je etanol glavni metabolni produkt, pa le-ta nima velikega 
vpliva na okus in aromo piva (Hornsey, 2013). Tekom fermentacije nastajajo tudi drugi 
metabolni produkti, kot so višji alkoholi (propanol, izobutanol, izoamil alkohol), estri (etil 
acetat, izoamil acetat, fenil etil acetat) in organske kisline (acetat, laktat, sukcinat) 
(Angelino, 1991; Pires in sod., 2014; Willaert, 2007). Pomembni komponenti arome in 
okusa sta diacetil in pentan-2,3-dion, ki dajeta pivu maslen, karamelni okus (Hornsey, 
2013). Med zorenjem pride do stabilizacije in zbistritve (sedimentacija kvasovk) piva 
(Hornsey, 2013), poleg tega pa se tekom celotnega procesa zorenja spreminja okus in 
aroma piva. Pomembno za končen produkt – pivo je, da pride do zmanjšanja koncentracije 





2.4.1 Taksonomska opredelitev kvasovke Saccharomyces pastorianus 
 
Kvasovka S. pastorianus (sinonim S. carlsbergensis) je pivska kvasovka spodnjega vrenja. 
Je alopoliploid, saj vsebuje dele dveh različnih genomov. Ravno s tega vidika je njena 
taksonomska opredelitev relativno težavna, saj gre za naravni hibrid dveh vrst, in sicer 
seva S. cerevisiae in S. eubayanus. 
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Glede na rezultate različnih študij so znanstveniki sprva vedeli le, da je kvasovka S. 
pastorianus naravni hibrid med vrstama S. cerevisiae in sevom neke druge vrste, katerega 
identiteta je bila nerazjasnjena do odkritja S. eubayanus (Libkind in sod., 2011).  
 
Da bi določili identiteto seva druge vrste, katere hibrid je S. pastorianus, so v raziskave 
vključili preučevanje polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) kot tudi 
analize sekvenc različnih genov, ki ne izvirajo iz vrste Saccharomyces. Rezultati raziskav 
so pripeljali do ugotovitve, da bi izvor drugega genoma S. pastorianus lahko bila kvasovka 
vrste S. monacensis (Hansen in Kielland-Brandt, 1994).  
 
Določitev homologije DNA-DNA med S. cerevisiae in drugimi vrstami kvasovk je 
nakazala, da je izvor drugega genoma kvasovka vrste S. bayanus in ne kvasovka vrste S. 
monacensis, kot so trdili prej (Tamai in sod., 1998). Analiza proteomov z 2-D gelsko 
elektroforezo, tako kvasovk spodnjega vrenja, kakor tudi tipskih vrst S. bayanus, S. 
carlsbergensis, S. monacensis in S. pastorianus, je izpostavila dejstvo, da so S. 
carlsbergensis, S. monacensis in S. pastorianus že same po sebi hibridne vrste, ki prav tako 
vsebujejo S. cerevisiae-podobne proteine. Omenjeni rezultati sicer pojasnijo delno 
homologijo S. pastorianus s kvasovko S. monacensis, vendar ne pojasnijo omenjene delne 
homologije s kvasovko S. bayanus (Donalies in sod., 2008).  
 
Leta 2011 je sledilo odkritje kvasovke S. eubayanus, ki je bila prvič opisana kot neodvisna 
samostojna vrsta v Patagoniji. Primerjava stopnje genetske podobnosti med kopijo genoma 
S. pastorianus, ki izvira iz prednika S. eubayanus in genomom divjega seva S. eubayanus, 
je 99,5 % in kaže določene razlike v spremembi metabolizma sladkorjev in sulfatov, kar je 
bilo ključno za udomačitev seva kvasovke spodnjega vrenja. Verjetno je ravno hibridna 
narava S. pastorianus (S. cerevisiae × S. eubayanus) odgovorna za uspešnost omenjenega 
organizma pri fermentacijah piva (Libkind in sod., 2011). Dogodek hibridizacije, ki je 
vodil k oblikovanju S. pastorianus, se je predvidoma zgodil večkrat v zgodovini, kar je na 
začetku privedlo do visoke stopnje raznolikosti pivskih sevov kvasovk (Barnett in 
Lichtenthaler, 2001). 
 
Na podlagi rezultatov nedavnih raziskav, naj bi torej kvasovka S. pastorianus linije Saaz 
bila triploidna vrsta, ki nosi haploidni genom S. cerevisiae in diploidni genom S. 
eubayanus, medtem ko naj bi bila kvasovka S. pastorianus linije Frohberg celo 
tetraploidna vrsta, katere genom sestavljata diploidna genoma S. cerevisiae in S. eubayanus 
(Walther in sod., 2014).  
 
Iz rezultatov omenjenih študij lahko sklepamo, da  hibridna narava S. pastorianus omogoča 
izjemno prilagodljivost, vendar po drugi strani prinaša genomsko nestabilnost, ki lahko 
negativno vpliva na uspešnost fermentacije, ne glede na njen izvor (Smart, 2007). 
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2.4.2 Prednosti Saccharomyces pastorianus pred pivskimi kvasovkami 
Saccharomyces cerevisiae 
 
Obstaja več bioloških lastnosti, ki so značilne zgolj za  kvasovke spodnjega vrenja. Med te 
lastnosti sodi ustrezna stopnja in časovni okvir flokulacije (Boulton in Quain, 2001; Zheng 
in sod., 1994). Zmožnost flokulacije kvasovk ima dva ekstrema, in sicer prenizka stopnja 
flokulacije, ki se kaže v slabšem usedanju kvasovk in posledično v pomanjkanju 
inokuluma za ponovno nacepitev, hkrati pa ostane v pivu veliko število kvasnih celic. Drug 
ekstrem je previsoka stopnja flokulacije, ki se kaže kot primanjkljaj aktivnih celic v 
fermentirajoči pivini, kar vpliva na kakovost končnega produkta (Briggs in sod., 2004).  
 
Kvasovke, ki flokulirajo, imajo na celični steni prisotne selektivne proteine – flokuline. 
Flokulini so lektinu podobni proteini v celični steni kvasovk. Flokulini se vežejo na 
manozne ostanke, ki so prisotni na celični steni sosednjih kvasovk. Kalcijevi ioni v pivini 
so nujno potrebni za aktivacijo flokulinov. Ker so manozni ostanki vedno prisotni na 
celični steni tako kvasovk, ki ne flokulirajo, kot kvasovk, ki flokulirajo, je selekcijski 
dejavnik flokulacije prisotnost ali odsotnost flokulina. Flokulacija je upočasnjena, če je v 
pivini manoza. Le-ta se veže na vezavna mesta flokulinov, kar onemogoča vezavo le-teh 
na manozne ostanke celičnih sten kvasovk. Pri nekatereh sevih kvasovk vezavo flokulinov 
na manozne ostanke ne prepreči zgolj prisotnost manoze v pivini, ampak tudi prisotnost 
glukoze, saharoze in maltoze. Ta flokulacijski fenotip imenovan fenotip NewFlo je 
pogosto prisoten pri pivskih kvasovkah (Verstrepen in sod., 2003).   
 
Kot ostali proteini so tudi flokulini kodirani s specifičnimi geni imenovanimi FLO geni. 
Najboljši poznani flokulacijski gen je FLO1. Izraženje gena FLO1 in njegovih homolognih 
genov vpliva na sposobnost flokulacije kvasovk – gre za t.i. fenotip Flo1. Kvasovke 
spodnjega vrenja imajo za razliko od kvasovk zgornjega vrenja tudi kopijo t.i. Lg-FLO1 
gena, ki kodira protein flokulin, ki se veže tako z manozo kot z glukozo in je odgovoren za 
nov fenotip NewFlo (Verstrepen in sod., 2003).   
 
Pomembna značilnost kvasovk spodnjega vrenja je tudi učinkovita sposobnost asimilacije 
maltoze in maltotrioze pri nizkih temperaturah (na primer med 5 in 14 °C) (Boulton in 
Quain, 2001; Libkind in sod., 2011; Zheng in sod., 1994), kar je izrednega pomena za hitro 
in učinkovito fermentacijo, saj maltoza in maltotrioza skupaj predstavljata približno 80 % 
vseh fermentabilnih sladkorjev v pivini (Jespersen in sod., 1999; Vidgren in sod., 2010). 
Sposobnost povečane tvorbe sulfitov je še ena izmed pomembnih lastnosti kvasovk 
spodnjega vrenja. Le-ti so namreč pomembni za stabilnost okusa, vključno z 
antioksidativno aktivnostjo (Crumplen in sod., 1993). 
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2.4.3 Sposobnost tvorbe hlapnih fenolnih spojin pivskih kvasovk 
 
V različnih vrstah piva je lahko prisotnih več različnih hlapnih fenolnih spojin, 
najpomembnejše s stališča senzorične zaznave so 4-etilgvajakol in 4-etilfenol ter 4-
vinilgvajakol in 4-vinilfenol. Slednji spojini dajeta pivu neprijeten vonj in/ali aromo po 
stročnicah, dimljenem, pikantnem, zdravilih in celo vonj po hlevu (Vanbeneden in sod., 
2008).  
 
Pivske kvasovke lahko med fermentacijo proizvajajo zgolj nekatere hlapne fenolne 
spojine, v večini primerov sta to 4-vinilgvajakol in 4-vinilfenol. Glavni substrat za 
nastanek teh hlapnih fenolnih spojin je ferulična kislina, ki se nahaja v pivini. Kvasovke z 
dekarboksilacijo hidroksicimetnih kislin le-te pretvarjajo v hlapne fenolne spojine 
(Vanbeneden in sod., 2008).  
 
Za kvasovke spodnjega vrenja je značilno, da lahko hidroksicimetne kisline 
dekarboksilirajo do vinilnih fenolov, ne morejo pa jih pretvarjati v etilne fenole, zato jih 
uvrščamo med negativne kvasovke POF (POF, phenolic off-flavor) (Diderich in sod., 
2018).  
 
2.4.4 Sposobnost sporulacije pivskih kvasovk 
 
Neugodne življenjske razmere, ki jih povzročajo različni abiotski dejavniki, kot so na 
primer pomanjkanje hranil, vode, previsoka ali prenizka temperatura, povzročijo propad 
haploidnih celic kvasovk. Pod enakimi pogoji lahko diploidne celice vstopijo v spolno fazo 
življenjskega cikla, v proces imenovan sporulacija in proizvajajo haploidne spore. Za 
kvasovke spodnjega vrenja je, za razliko od kvasovk zgornjega vrenja, značilno, da zaradi 
svoje hibridne narave ne sporulirajo (Gibson in Liti, 2015). 
 
2.5 IZBOLJŠEVANJE SEVOV Z UPORABO MEDVRSTNEGA KRIŽANJA 
 
Zaradi velikega števila pivovarjev na tržišču le-ti stremijo k proizvodnji raznovrstnih piv. 
Ravno kvasovke so tiste, ki lahko s svojo raznolikostjo prispevajo k raznolikim okusom. Iz 
omenjenega razloga pivovarji stremijo k razvoju novih, boljših vrst pivovarskih 
sevov/hibridov. Medvrstna hibridizacija se je izkazala za primeren način tvorbe novih 
sevov kvasovk spodnjega vrenja z edinstvenimi fermentativnimi lastnostmi. Tudi sicer so 
hibridne vrste pogoste v antropogenih okoljih in niso omejene zgolj na kvasovke. Prednost 
hibridnih vrst je predvsem v tem, da imajo pogosto izboljšane lastnosti v primerjavi s 
starševskimi sevi (Krogerus in sod., 2015). 
 
Po drugi strani so nastale hibridne vrste najverjetneje vzrok za genetsko nestabilnost 
pivskih kvasovk, ki se izraža v spremembi flokulacijskih lastnosti, izgubi sposobnosti 
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asimilacije maltotrioze in povečani prisotnosti petit mutant. Petit mutante so kvasovke s 
poškodovanimi kristami mitohondrijev in čeprav vloga mitohondrijev pri pivskih 
kvasovkah v pivovarskih razmerah ni popolnoma pojasnjena, je vseeno znano, da je 
fermentacija s t.i. petit mutantami počasnejša, in da so spremenjene flokulacijske 
sposobnosti petit mutant (Ernandes in sod., 1993). 
 
2.6 METABOLIZEM KVASOVK MED FERMENTACIJO PIVA 
 
Tekom procesa fermentacije kvasovke proizvajajo širok spekter aromatičnih snovi, ki 
močno vplivajo na kompleksen okus fermentiranih alkoholnih pijač. Kljub temu, da so ti 
sekundarni metaboliti prisotni le v zelo majhnih količinah, pa njihove koncentracije 
določajo izrazito in prepoznavno aromo alkoholnih pijač (Verstrepen in sod., 2003). 
 
 
Slika 2: Pregled metabolnih poti kvasovke Saccharomyces pastorianus, ki vplivajo na kakovost piva. 
Poenostavljen shematski prikaz povzema glavne metabolne poti povezane z razvojem značilnega okusa in 
arome piva s strani kvasovke. DMS – dimetilsulfid; DMSO – dimetilsulfoksid; ßG – ß-glikozidaza; AAT – 
aspartat aminotransferaza; POF1 – nikotinamid mononukleotid adeniltransferaza (Bokulich in Bamforth, 
2013). 
 
2.6.1 Alkoholna fermentacija 
 
Ključen korak proizvodnje piva predstavlja proces, imenovan alkoholna fermentacija. Z 
alkoholno fermentacijo kvasovke pretvarjajo glukozo v etanol in ogljikov dioksid. Gre za 
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zaporedje več encimskih reakcij, pri katerih imajo glavno vlogo encimi citoplazme (Kunze 
in sod., 2010). Glavna metabolna pot alkoholne fermentacije je glikoliza (Embden-
Meyerhof-Parnas-ova pot). V procesu glikolize se iz ene molekule glukoze tvorita dve 
molekuli piruvata. Piruvat se nato v dvo-stopenjskem procesu pretvori v etanol in ogljikov 
dioksid (Bai in sod., 2008; Nelson in Cox, 2000). V prvem koraku pride do 
dekarboksilacije piruvata v irreverzibilni reakciji, ki jo katalizira piruvat dekarboksilaza. 
Dekarboksilacija poteče ob prisotnosti Mg+ in tiamin pirofosfata (TPP). V drugem koraku 
alkohol dehidrogenaza reducira acetaldehid do etanola ob pomoči NADH, ki priskrbi 
redukcijsko moč. Končna produkta alkoholne fermentacije sta etanol in ogljikov dioksid 
(Nelson in Cox, 2000).  
 
glukoza + 2ADP + 2Pi → 2 etanol + 2CO2 + 2ATP + 2H2O                                          ... (1) 
 
2.6.2 Drugi metabolni produkti 
 
Nastanek drugih metabolnih produktov v različnih tipih piva variira in je delno odvisen od 
seva kvasovk, kakor tudi od številnih drugih dejavnikov, predvsem surovin, postopkov 
priprave pivine, pogojev fermentacije, temperature, vsebnosti dodanega kisika, razmerja 
C:N, trajanja fermentacije in zorenja piva (Bokulich in Bamforth, 2013).  
 
Najpomembnejše komponente okusa in arome piva lahko razdelimo v pet glavnih skupin:  
žveplo-vsebujoče molekule, organske kisline, višje alkohole, karbonilne spojine in hlapne 
estre. Največjo in najpomembnejšo skupino aktivnih snovi okusa v pivu prestavljajo hlapni 
estri (Verstrepen in sod., 2003). 
 
Med hlapnimi estri so za značilno aromo piva najpomembnejši acetatni estri, kot so etil 
acetat, ki daje aromo po topilih, izoamil acetat, ki daje sadni okus, okus po banani in fenil 
acetat, ki daje cvetlično aromo, aromo po vrtnicah. Prav tako pomembni so etilni estri 
srednje razvejanih maščobnih kislin, kot sta etil kaproat in etil kaprilat, ki imata nekoliko 
kiselkasto aromo po jabolku in lepo zaokrožita celotno aromo piva (Angelino 1991; 
Verstrepen in sod., 2003). Na nastanek estrov imajo najpomembnejši vpliv fermentacijski 
pogoji, kot so temperatura, pri čemer povišanje temperature vodi v povečanje 
koncentracije estrov, prepihovanje, pri čemer nizka vsebnost kisika prav tako povečuje 
nastanek estrov in izbira proizvodnega seva (Pires in sod., 2014). 
 
Na okus in aromo piva zelo vplivajo tudi višji alkoholi. Njihov nastanek je neposredno 
povezan s sintezo proteinov kvasovk (transaminacija in deaminacija aminokislin) in je 
sevno specifičen. Poleg tega na njihov nastanek vpliva temperatura fermentacije: višja kot 
je temperatura, večje so koncentracije višjih alkoholov. Glavni višji alkoholi so alifatski 
alkoholi, kot so amil alkohol, izoamil alkohol in izobutanol, ki dajejo pivu »alkoholni« 
okus, in aromatski višji alkoholi, kot je 2-feniletanol, katerega prisotnost v pivu je 
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pozitivna. V nasprotju s slednjim sta triptofol, ki daje grenak okus oziroma okus po 
kemikalijah in tirozol, ki daje okus po mandeljnih ali topilih, v glavnem nezaželena 
aromatska višja alkohola (Angelino, 1991; Pires in sod., 2014). 
 
Zelo pomembne so tudi žveplove komponente, ki izhajajo predvsem iz surovin, iz sladu in 
hmelja. Glavni je sulfit, ki daje rezek okus, vodikov sulfid, ki daje okus po gnilih jajcih in 
dimetil sulfid, ki daje okus po kuhanem zelju (Angelino, 1991; Hill in Smith, 2000). 
 
Pomembna je tudi produkcija žveplovega dioksida, tako zaradi neposrednega vpliva na 
aromo piva, kakor tudi zaradi vloge pri zaščiti pred kvarom piva. Poleg tega ima SO2 
antioksidativne in protimikrobne lastnosti, zaradi katerih deluje kot učinkovit konzervans 
(Ilett, 1995). 
 
Pomembni komponenti arome in okusa sta tudi diacetil in pentan-2,3-dion, ki dajeta pivu 
nezaželen maslen okus, okus po medu ali okus po karameli. Ob začetku inokulacije 
kvasovk v pivino se začne lag faza rasti, sledi faza eksponentne rasti. Tekom obeh faz se 
sintetizirajo aminokisline, proteini in druge celične komponente. Ena od aminokislin, ki jih 
kvasovka sintetizira, je tudi valin. Vmesni produkt sinteze valina je tudi acetolaktat, ki pa 
se ne porabi v celoti za sintezo valina, saj nekaj acetolaktata zapusti kvasno celico in se v 
pivu oksidira v diacetil. Kvasovka nato vstopi v stacionarno fazo, med katero se v pivu 
vzpostavi pravilno razmerje okusov. Med zorenjem piva lahko kvasovka razgradi prej 
tvorjen diacetil. Naprej kvasna celica diacetil reabsorbira in ga z encimom diacetil 
reduktaza pretvori v acetoin, le-tega pa z alkoholno dehidrogenazo v 2,3-butandiol. 
Acetoin in 2,3-butandiol lahko izstopita iz celice nazaj v pivo, kjer pa ne povzročata 
neprijetnih vonjav (Bokulich in Bamforth, 2013; Krogerus in Gibson, 2013).  
 
Diacetil sicer daje pivu značilen okus, vendar pa je zaradi zelo nizke stopnje zaznave (0,05 
mg/L) nezaželen. Zato je proces zorenja piva nujen, saj se v tem času diacetil encimatsko 
razgradi v acetoin in nato v 2,3-butandiol (Bokulich in Bamforth, 2013). 
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Slika 3: Metabolizem diacetila v kvasni celici (Yamauchi in sod., 1995).  
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3.1.1 Laboratorijski material 
 
V raziskovalnem delu smo uporabili spodaj naštet laboratorijski material: 
● avtoklavirni samolepilni trak, 
● avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson), 
● Bürcher-Türkove ploščice za mikroskopiranje,  
● digitalne avtomatske pipete (Eppendorf), 
● filtre različnih premerov por (Macherey Nagel), 
● folijo za mikrotitrske plošče (Sigma Aldrich), 
● HPLC vijale (Supelco), 
● injekcije (Chirana), 
● kovinske žlice in pipete, 
● laboratorijsko steklovino: čaše, merilne valje, steklenice z zamaškom na navoj 
(Schott Duran),  
● laboratorijske rokavice iz lateksa in nitrila (Kimtech), 
● mikrocentrifugirke različnih volumnov, 
● mikrotitrske plošče (Thermo Scientific), 
● muhe za magnetna mešala, 
● multikanalne pipete (Eppendorf), 
● nastavke za pipete različnih volumnov (Eppendorf, Gilson), 
● nosilce za agarozni gel in glavničke, 
● parafilm (Bemis), 
● plastične cepilne zanke (Golias), 
● plastične centrifugirke (15 mL in 50 mL), 
● plastične petrijeve plošče (Golias), 
● plastične posode za filtracijo (Thermo Scientific),  
● plastične posodice, 
● plastične vrečke, 
● pokrovčke za viale HPLC, 
● steklena objektna in krovna stekelca za mikroskopiranje, 
● sterilne posode za hrambo pivin (Golias), 
● stojala na centrifugirke in mikrocentrifugirke, 
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
V raziskovalnem delu smo uporabili spodaj našteto laboratorijsko opremo: 
● avtoklav (Sutjeska, Vapour line), 
● brezprašno komoro – laminarij (Iskra PIO – LFVP 12), 
● centrifuge (Sigma 3K30, Sigma 2-15), 
● dokumentacijski sistem za elektroforezne gele (BioRad), 
● elektroforezne kadičke (BioRad), 
● generator za elektroforezo (BioRad), 
● hladilnike in zamrzovalne skrinje (Gorenje, Bosch), 
● HPLC (Knauer), 
● inkubator (Kambič), 
● magnetna mešala (IKA), 
● mikrovalovno pečico (Sanyo), 
● napravo za filtriranje (Laboport), 
● napravo za PCR (Perkin Elmer), 
● pH meter, 
● računalnik, 
● stresalnik (Infors HT), 
● svetlobni mikroskop (Leica), 
● tehtnice (Exacta, Mettler Toledo), 
● termoblok (Eppendorf), 
● transluminator (BioRad), 
● čitalec mikrotitrskih ploščic (Tecan, Thermo Scientific, Multiscan GO),  
● vodno kopel (Julabo),  
● vrtinčnik (Yellowline, Vibramix),  




V raziskovalnem delu smo uporabili 13 genetsko raznolikih pivskih sevov Saccharomyces 
pastorianus in 12 sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina na Koroškem. 
Uporabljeni sevi so vključeni v zbirko ZIM in trajno shranjeni v zamrzovalni komori pri -
68 °C. Zbirka se nahaja na Oddelku za živilstvo Biotehniške fakultete v Ljubljani. Pred 
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Preglednica 1: Sevi pivskih kvasovk S. pastorianus in naravni hibridni sevi Saccharomyces spp., izolirani iz 
jabolčnega vina (Vrhovnik, 2019) uporabljeni v raziskovalnem delu. 
Oznaka ZIM Vrsta Oznaka seva 
ZIM 166 Saccharomyces pastorianus M-64 
ZIM 171 Saccharomyces pastorianus Puntiger Graz 
ZIM 172 Saccharomyces pastorianus Mohn del 
ZIM 200 Saccharomyces pastorianus Movette H2 313 
ZIM 283 Saccharomyces pastorianus ni podatka 
ZIM 303 Saccharomyces pastorianus ni podatka 
ZIM 306 Saccharomyces pastorianus ni podatka 
ZIM 337 Saccharomyces pastorianus ni podatka 
ZIM 345 Saccharomyces pastorianus ni podatka 
ZIM 367 Saccharomyces pastorianus C20 
ZIM 1823 Saccharomyces pastorianus C16 petite mutanta 
ZIM 2203 Saccharomyces pastorianus W34/70 
ZIM 2271 Saccharomyces cerevisiae KVL012 
ZIM 3704 Saccharomyces uvarum 6/A5 (1) 
ZIM 3705 Saccharomyces sp. 6/C12 (1) 
ZIM 3706 Saccharomyces uvarum 1/E5 (2) 
ZIM 3707 








Saccharomyces cerevisiae × Saccharomyces 
eubayanus 
6/G2 (1) 
ZIM 3710 Saccharomyces uvarum 6/C3 (2) 
ZIM 3711 




Saccharomyces uvarum × Saccharomyces 
kudriavzevii 
5/H11 (2) 
ZIM 3713 Saccharomyces uvarum 6/D10 
ZIM 3714 Saccharomyces uvarum 6/E9 (1) 
ZIM 3617 




3.1.4 Mikrobiološka gojišča 
 
Vsa gojišča in raztopine smo avtoklavirali pod enakimi pogoji, in sicer 20 minut pri 
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3.1.4.1 Selektivna gojišča za gojenje kvasovk 
 
Selektivno trdno gojišče YPD z dodanim antibiotikom kloramfenikolom (100 mg/L): 
● YPD broth (Conda Pronadisa): 50 g/L 
● agar (Biolife): 20 g/L 
● kloramfenikol (založna koncentracija 100 g/L v etanolu): 750 µL. 
 
Tekoče gojišče YPD:  
● YPD broth (Conda Pronadisa): 50 g/L. 
 
3.1.4.2 Gojišče za potrditev fenotipa POF +/- 
 
● YPD broth (Conda Pronadisa): 50 g/L, 
● agar (Biolife): 20 g/L, 
● ferulična kislina (Sigma Aldrich) (založna koncentracija 0,1 g/mL v etanolu): 100 
mg/L. 
 
3.1.4.3 Selektivno gojišče za potrditev prisotnosti/odsotnosti spor 
 
Acetatni agar: 
● agar (Biolife): 15 g/L, 
● kvasni ekstrakt (Biolife): 2,5 g/L, 
● kalijev acetat (Kemika): 10 g/L,  
● glukoza (Kemika): 1 g/L. 
 
3.1.5 Raztopine in pufri 
 
Fiziološka raztopina: 
Za pripravo fiziološke raztopine smo uporabili tablete fostatnega pufra (OXOID) (1 
tableta/100 mL dH2O), jih raztopili s pomočjo magnetnega mešala v destilirani vodi, 
pripravljeno suspenzijo avtoklavirali in po avtoklaviranju ohladili ter do uporabe hranili na 
sobni temperaturi.  
 
Yeast nitrogen base YNB (10x):  
Raztopino YNB smo pripravili tako, da smo 33,5 g YNB (Sigma Aldrich) raztopili v 500 
mL destilirane vode. Nato smo raztopino s pomočjo filtrirne naprave sterilno prefiltrirali v 
plastične posode in do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
1 % maltoza (Riede de Haen), 1 % maltotrioza (Glentham Life Science) in 1 % rafinoza 
(Sigma Aldrich): 
Vse raztopine sladkorjev smo sterilizirali s filtracijo. 
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Raztopino smo pripravili tako, da smo 1 mg antimicina (Sigma Aldrich) raztopili v 10 mL 
destilirane vode. Nato smo raztopino sterilno prefiltrirali in do uporabe hranili v 
zamrzovalniku pri -4 °C. 
 
Raztopina Helm B: 
Raztopino Helm B smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,51 g kalcijevega sulfata (GFS 
Chemicals), 6,8 g natrijevega acetata (Kemika) in 4,05 g ocetne kisline (Merck), dodali 1 L 
destilirane vode, s pomočjo magnetnega mešala raztopili sestavine in suspenzijo 
avtoklavirali. Po avtoklaviranju smo raztopino Helm B ohladili in do uporabe hranili na 
sobni temperaturi.  
 
Raztopina kalcijev sulfat (0,51 g/L): 
V 1 L destilirane vode smo dodali 0,51 g kalcijevega sulfata (GFS Chemicals), suspenzijo 
s pomočjo magnetnega mešala raztopili in avtoklavirali. Po avtoklaviranju smo raztopino 
kalcijevega sulfata ohladili in do uporabe hranili na sobni temperaturi.  
 
Pufer EDTA (50 mM): 
V 500 mL destilirane vode smo ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom raztopili 
ustrezno količino EDTA (Kemika) in med mešanjem postopoma dodajali NaOH zrnca, da 
smo zvišali pH na 7,5. Mešanico smo sterilizirali v avtoklavu. Po avtoklaviranju smo 





Za fermentacije smo uporabili ječmenovo pivino, ki smo jo pridobili iz sladnega 
koncentrata proizvajalca Döhler. Po specifikacijah, ki nam jih je predložil proizvajalec, 
smo izračunali, da moramo za pripravo 5 L ječmenove sladice zatehtati 1045,7 mL 
oziroma 1,359 g ječmenovega koncentrata. Da bi pridobili potrebno suspenzijo za 
fermentacijo – ječmenovo pivino, smo k 5 L ječmenove sladice dodali 0,83 mL 30 % izo-
α-kislin, ki so jih za nas pripravili na Inštitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije 
(IHPS). Ječmenovo pivino smo do uporabe hranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
Prosena pivina: 
Za fermentacije smo uporabili tudi proseno pivino, ki so jo za nas pripravili na Inštitutu za 
hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije. Proseno sladico so pripravili po običajnem postopku 
priprave ječmenove sladice. Da bi pridobili potrebno suspenzijo za fermentacijo – proseno 
pivino, smo k 5 L prosene sladice dodali 0,83 mL 30 % izo-α-kislin (IHPS). Proseno 
pivino smo do uporabe hranili v zamrzovalniku pri -20 °C 
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Za fermentacije smo uporabili tudi ajdovo pivino, ki so jo za nas pripravili na Inštitutu za 
hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije. Ajdovo sladico so pripravili po običajnem postopku 
priprave ječmenove sladice. Ker je bila ajdova sladica izjemno gosta, smo le-to dodatno 
centrifugirali in s tem iz ajdove sladice odstranili odvečne proteine in ostale nečistoče. Da 
bi pridobili potrebno suspenzijo za fermentacijo – ajdovo pivino, smo k 5 L ajdove sladice 
dodali 0,83 mL 30 % izo-α-kislin (IHPS). Ajdovo pivino smo do uporabe hranili v 
zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
3.1.7 Reagenti za izolacijo DNA 
 
Izolacija DNA kvasovk z MasterPure Yeast DNA Purification Kit (Epicentre): 
 
Sestava: 
• raztopina za lizo kvasnih celic, 
• reagent za precipitacijo proteinov MPC, 
• Rnaza (5 µg/µL), 
• izopropanol (Merck), 
• 70 % etanol (Itrij), 
• TE pufer. 
 
3.1.8 Reagenti za PCR 
 
Mešanica za PCR: 
Mešanica za PCR je bila pripravljena iz polimeraze DNA (Taq 2x Master Mix, Bio-Labs), 
začetnih oligonukleotidov in PCR vode (Sigma Aldrich). 
 
Začetni oligonukleotidi: 
Med raziskovalnim delom smo uporabili več različnih začetnih oligonukleotidov. 
Rehidrirali smo jih v vodi PCR (Sigma Aldrich), do založne koncentracije 100 mM. Za 
uporabo v reakciji PCR smo nadalje založno raztopino začetnih oligonukleotidov redčili z 
vodo PCR v razmerju 5:100. V Preglednici 2 sta predstavljeni nukleotidni zaporedji 
začetnih oligonkleotidov, ki smo jih uporabili za določanje vrste rodu Saccharomyces. 
Oznaka FW predstavlja vodilni začetni oligonukleotid, RW pa povratni začetni 
oligonukleotid.  
 
Preglednica 2: Začetna oligonukleotida za pomnoževanje regije ITS kvasovk. 
Oznaka začetnega oligonukleotida Nukleotidno zaporedje (5'-3') 
ITS1 FW: TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
ITS4 RW: TCCTCCGCTTATTGATATGC 
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V Preglednici 3 so prikazani začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri preverjanju 
hibridnih vrst. 
 




Nukleotidno zaporedje (5'-3') 
Saccharomyces 
cerevisiae 
Scer F2 FW: GCG CTT TAC ATT CAG ATC CCG AG 
Scer R2 RW: TAA GTT GGT TGT CAG CAA GAT TG 
Saccharomyces 
eubayanus 
Seub F3 FW: GTC CCT GTA CCA ATT TAA TAT TGC GC 
Seub R2 RW: TTT CAC ATC TCT TAG TCT TTT CCA GAC G 
Saccharomyces 
kudriavzevii 
Skud F2 FW: ATC TAT AAC AAA CCG CCA AGG GAG 
Skud R1 RW: CGT AAC CTA CCT ATA TGA GGG CCT 
Saccharomyces 
paradoxus 
Spar F7 FW: CTT TCT ACC CCT TCT CCA TGT TGG 
Spar R7 RW: CAA TTT CAG GGC GTT GTC CAA CAG 
Saccharomyces 
uvarum 
Sbay F1 FW: GCT GAC TGC TGC TGC TGC CCC CG 
Sbay R1 RW: TGT TAT GAG TAC TTG GTT TGT CG 
 
3.1.9 Reagenti za agarozno gelsko elektroforezo 
 
• 1x pufer TAE, 
• agaroza (Sigma). 
 
Molekulski označevalec dolžin pomnožkov DNA: 
• 6x nanašalni pufer (Thermo Scientific), 
• DNA lestvica – GeneRuler ZM 100 bp/Mix (Thermo Scientific). 
 
Barvilo agaroznih gelov: 




Raziskovalno delo je bilo razdeljeno na štiri dele. Prvi del je zajemal določitev identitete 
sevov z molekularno-biološko metodo, drugi del je zajemal določitev sposobnosti 
sporulacije sevov kvasovk, tretji del je predstavljal določanje tehnoloških lastnosti 
kvasovk, ki je zajemal določitev specifične hitrosti rasti posameznega seva v različnih 
sladkorjih kot edinemu viru ogljika ter v pivinah (ječmenovi, ajdovi, proseni pivini) in 
določanje sposobnosti tvorbe hlapnih fenolnih spojin. Četrti del raziskovalnega dela, 
fermentacijski poskus, je zajemal kemijsko analizo piva z metodo HPLC in določitev 
lastnosti kvasne biomase. Celoten postopek raziskovalnega dela je prikazan na Sliki 4. Po 
končanem poskusu smo pridobljene podatke statistično obdelali. 
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Slika 4: Shematski prikaz poteka dela. 
 
3.2.1 Določanje identitete sevov kvasovk z molekularno-biološkimi metodami 
 
3.2.1.1 Izolacija DNA kvasovk 
 
Izolacijo kvasne DNA smo izvedli po protokolu MasterPure Yeast DNA Purification Kit 
(Illumina). S sterilnim zobotrebcem smo odvzeli določeno količino biomase in jo 
resuspendirali v 150 µL raztopine za lizo kvasnih celic in 0,5 µL RNAze A (5 µg/µL). 
Vzorce smo pomešali na vrtinčniku in tako pripravljene inkubirali v vodni kopeli pri 65 °C 
za 15 minut. Po inkubaciji smo lizat za 5 minut postavili na led, dodali 75 µL reagenta za 
precipitacijo proteinov MPC, premešali na vrtinčniku za 10 sekund in ostanke celic 
odcentrifugirali pri 10.000 obr./min za 10 minut. Supernatant smo prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko, dodali 250 µL izopropanola ter premešali z obračanjem. DNA smo 
oborili pri 10.000 obr./min za 10 minut in supernatant ponovno zavrgli. Pelet smo sprali z 
300 µL 70 % etanola, ki smo ga nato odstranili, ter pustili na zraku, da je preostanek 
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3.2.1.2 Pomnoževanje regije ITS s PCR 
 
Pred začetkom smo odmrznili vse reagente, razen polimeraze Taq, ki smo jo hranili na 
ledu. Končno mešanico za pomnoževanje odsekov DNA s PCR smo takoj odpipetirali v 
pripravljene ploščice za PCR, v katere smo predhodno dodali DNA in jih prenesli v 
napravo za PCR ter vključili primeren protokol za pomnožitev, naveden v preglednici.  
 





















Za pomnoževaje kvasne DNA in identifikacijo kvasovk s sekvenciranjem smo uporabili 
začetna oligonukleotida ITS1 in ITS4, ki pomnožujeta variabilni regiji ITS in ohranjeno 
regijo 5,8S gena rRNA (White in sod., 1990). 
 
 
Slika 5: rDNA regija, ki se pomnožuje z začetnimi oligonukleotidi ITS1 in ITS4 (Guillamónin sod., 1998). 
 
3.2.1.3 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Za preverjanje uspešnosti izolacije DNA in pomnoževanja DNA s PCR smo uporabljali 
1,5-odstotni agarozni gel. Agarozni gel smo pripravili tako, da smo v steklenico zatehtali 
ustrezno količino agaroze – 2,7 g, dolili 180 mL 1x pufra TAE, ter jo raztopili v 
mikrovalovni pečici. Raztopljeno agarozo smo ohladili na približno 50 °C, dodali barvilo 
za obarvanje agaroznega gela (SYBR Safe, Invitrogen) in jo razlili v pripravljen nosilec z 
glavnički. Po približno 15 minutah, ko se je gel strdil, smo odstranili glavniček, nosilec z 
gelom pa vstavili v elektroforetsko kadičko, napolnjeno z 1x pufrom TAE. Nato smo v 
luknjice nanesli vzorce z dodanim 6x nanašalnim pufrom in lestvico DNA, ter nastavili 
pogoje elektroforeze: 180 V, 30 minut. Po končani elektroforezi smo gelsko sliko 
dokumentirali pod UV svetlobo s programom Quantitiy One (Bio-Rad). 
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3.2.1.4 Encimsko čiščenje produktov PCR, priprava vzorcev za sekvenciranje in 
sekvenciranje 
 
Po protokolu smo pripravili ustrezno količino mešanice ExoSAP. V pripravljene ploščice 
za PCR smo prenesli 3,7 µL pomnožkov PCR in 1,3 µl mešanice ExoSAP. Sledila je 
toplotna inkubacija po protokolu proizvajalca, sestavljenega iz treh korakov. Prvi korak je 
razgradnja DNA molekule in traja 45 minut pri 37 °C. Drugi korak je inaktivacija encimov 
pri 80 °C in traja 20 minut. Zadnji korak je ohlajanje na 4 °C. Vzorce smo do pošiljanja 
shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. Encimsko očiščene pomnožke PCR smo poslali na 
sekvenciranje v komercialno podjetje Macrogen Inc. na Nizozemsko. 
 
3.2.1.5 Določanje hibridnih sevov s pomnoževanjem vrstno specifičnih regij DNA 
 
Po pridobitvi rezultatov sekvenciranja smo iz izbranih sevov ponovno izolirali DNA s 
komercialnim kompletom MasterPure Yeast DNA Purification Kit (Epicentre) (poglavje 
3.2.1.1). Izolirano DNA smo za pomnoževanje z reakcijo PCR pripravili enako (poglavje 
3.2.1.2), le da smo uporabili drugačne začetne oligonukleotide (Preglednica 3). Protokol 
reakcije PCR je potekal enako, kot je zapisano v poglavju 3.2.1.2. Ko je bila reakcija PCR 
končana, smo posamezne vzorce nanesli na agarozni gel, ki smo ga pripravili, kot je 
opisano v poglavju 3.2.1.3. Nastavili smo pogoje, pod katerimi je potekala gelska 
elektroforeza. Agarozni gel smo slikali in sliko obdelali s programom Quantity One. 
Pozitiven rezultat je predstavljal vrsto-specifičen pomnožek PCR. 
 
3.2.2 Sposobnost sporulacije 
 
Na acetatni agar smo, kot je prikazano na Sliki 6, nacepili vseh 25 izbranih sevov. 
Nacepljena in zapakirana gojišča smo prenesli v inkubator, nastavljen na temperaturo 28 
°C in v teh razmerah inkubirali 14 dni. Po inkubaciji smo pod mikroskopom (1000-kratni 
povečavi) preverili sporulacijo določenega seva. 
 
 
Slika 6: Prikaz načina nacepitve kvasnih celic za sporulacijo. 
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3.2.3 Določanje tehnoloških lastnosti kvasovk 
 
3.2.3.1 Določanje specifične hitrosti rasti kvasnih celic 
 
Specifično hitrost rasti smo določili na podlagi spremljanja rasti kvasovk v mikrotitrski 
ploščici na podlagi spremljanja optične gostote s čitalnikom mikrotitrskih ploščic 
Varioskan. Iz rastnih krivulj smo s programom GrowthRates, ki je natančneje opisan 
spodaj, določili specifično hitrost rasti posameznega seva.  
 
V posamezno luknjico mikrotitrske ploščice smo odpipetirali, ali 200 µL tekočega gojišča 
YPD, ali posamezne pivine (ječmenove, prosene in ajdove), ali 180 µL 1 % sladkorja 
(maltoze, maltotrioze in rafinoze) in raztopini sladkorja dodali 20 µL 10x YNB. 
 
Kvasne kulture smo pripravili tako, da smo v 5 mL tekočega gojišča YPD inokulirali eno 
kolonijo posameznega seva in centrifugirke stresali pri pogojih 220 obr./min, 28 °C, 
aerobno, 24 ur. Po 24 urah smo namnoženo biomaso centrifugirali pri 5000 × g, 4 °C, 5 
minut, odstranili supernatant, pelet resuspendirali v 5 mL fiziološke raztopine, premešali 
na vrtinčniku in ponovno centrifugirali pri 5000 × g, 4 °C, 5 minut. Po končanem spiranju 
smo mikrobno biomaso ponovno premešali na vrtinčniku in 5 µL posamezne kulture 
inokulirali v določenem zaporedju na mikrotitrsko ploščico. Koncentracijo potrebnega 
inokuluma smo določili z merjenjem optične gostote (OD = 0,1-0,2). V vsako luknjico 
mikrotitrske ploščice smo dodali tudi 6 µL antimicina. Antimicin smo dodali, ker le-ta 
zavira respiracijo kvasovk (Gallone in sod., 2016). S tem smo preverjali, kakšna je 
fermentacijska sposobnost testiranih kvasovk in na podlagi tega sklepali, kako učinkovito 
bodo fermentirale pivino. Nato smo mikrotitrsko ploščico vstavili v čitalec mikrotitrskih 
ploščic (Varioskan) in pri 28 °C izvedli odčitavanje optične gostote v 20 minutnih 
časovnih intervalih, za 24-72 ur. Čas inkubacije je bil odvisen od substrata (sladkor, 
pivina) in od posameznega seva. Mikrotitrska ploščica se tekom inkubacije ni stresala, 
razen tik pred odčitavanjem (5 sekund). 
 
S programom GrowthRates, ki smo ga pridobili na spletni strani SourceForge, smo 
izračunali maksimalno specifično hitrost rasti iz rastne krivulje posameznega 
mikroorganizma v izbranem tekočem gojišču. V prvem koraku smo Excelovo datoteko z 
rezultati, ki nam jih je podal Varioskan, pretvorili v ustrezen format za program 
GrowthRates. Za zagon programa smo določili negativno kontrolo, ki je predstavljala 
določeno gojišče brez dodanega mikroorganizma (sladkor, pivina). Program je samodejno 
izračunal maksimalno specifično hitrost rasti, korelacijski koeficient R rastne krivulje, 
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3.2.3.2 Določanje sposobnosti tvorbe hlapnih fenolnih spojin (fenotip POF +/-) 
 
Na petrijeve plošče s trdnim YPD gojiščem z dodano ferulično kislino smo nacepili vseh 
25 izbranih sevov. Gojišča smo nacepili tako, da smo s sterilno plastično cepilno zanko 
postrgali eno kolonijo določenega seva iz osnovne plošče in kolonijo razmazali na ploščo, 
kot je prikazano na Sliki 7. Nacepljena in zapakirana gojišča smo prenesli v inkubator, 
nastavljen na temperaturo 28 °C in v teh razmerah inkubirali tri do štiri dni. Po pretečeni 
inkubacijski dobi smo z vohom določili, ali so sevi POF pozitivni ali negativni. Rezultat je 
bil pozitiven, če je petrijeva plošča z nacepljenim sevom dišala po klinčkih. 
 
 
Slika 7: Prikaz načina nacepitve kvasnih celic za določanje sposobnosti tvorbe hlapnih fenolov (POF +/-). 
 
3.2.4 Fermentacijski poskus 
 
3.2.4.1 Priprava vcepka 
 
Na začetku raziskovalnega dela smo na plošče s trdnim gojiščem YPD nacepili vse pivske 
seve Saccharomyces pastorianus, kakor tudi vse seve Saccharomyces spp., izolirane iz 
jabolčnega vina. Plošče smo inkubirali pri 28 °C, aerobno, dokler kolonije niso optimalno 
zrasle. Nato smo izbrane kolonije določenega seva inokulirali v 10 mL ječmenove in 
prosene pivine. Centrifugirke smo prenesli na stresalnik, kjer smo kulture stresali pri 
pogojih 220 obr./min, 14 °C, aerobno, od 24 do 96 ur. Čas namnoževanja je trajal tako 
dolgo, dokler posamezni sevi niso dosegli koncentracije 108-109 cel./mL. 
 
Namnoževanje inokuluma smo izvajali tudi v ajdovi pivini, vendar nam je prevelika 
gostota ajdove pivine že od začetka izvajanja raziskovalne naloge, predstavljala težavo. 
Zato smo pripravili plošče s trdnim gojiščem iz ajdove pivine, nacepili izbrano kolonijo 
določenega seva in plošče inkubirali pri 28 °C, aerobno, od 72 do 96 ur oziroma tako 
dolgo, dokler nismo dobili dovolj biomase, ki je ustrezala koncentraciji 108-109 cel./mL. 
 
Začetno koncentracijo celic v suspeziji smo določili z metodo ImageJ, ki je natančneje 
opisana spodaj. V 75 (3 – ponovitve × 25 – število vseh sevov) centrifugirk smo nalili 20 
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mL posamezne pivine in dodali tolikšno količino inokuluma, da je končna koncentracija 
celic znašala 1,5 × 107 cel./mL. Za negativno kontrolo smo uporabili zgolj 20 mL 
posamezne pivine. Na centrifugirke smo namestili vrelne vehe, v katere smo do oznake 
nalili sterilno destilirano vodo in za preprečevanje izhlapevanja, centrifugirke še dodatno 
oblepili s parafilmom. Centrifugirke smo prenesli na stresalnik, kjer smo kulture stresali pri 
pogojih 120 obr./min, 14 °C, aerobno.  
 
 
Slika 8: Fermentacijski poskus v 50 mL centrifugirkah z vrelnimi vehami. 
 
3.2.4.2 Potek fermentacije 
 
Fermentacije so potekale v centrifugirkah z vrelnimi vehami. Vsak sev smo testirali v treh 
ponovitvah. Tekom fermentacijskega poskusa smo vsakodnevno tehtali centrifugirke.  
 
3.2.4.3 Zaustavitev fermentacije 
 
Na začetku magistrske naloge smo si zadali, da posamezno fermentacijo ustavimo, ko se 
fermentacijska krivulja ustavi v fazi platoja, saj to nakazuje, da so kvasovke porabile vse 
sladkorje v pivini. Fermentacija v ječmenovi pivini je vedno tekla brez večjih problemov, 
fermentacijska krivulja se je po približno enem tednu fermentacije ustavila v fazi platoja in 
poskus smo lahko zaključili. Problem se je pojavil pri fermentaciji v ajdovi in proseni 
pivini. Najdaljša fermentacija je trajala 338 ur, pri čemer fermentacijska krivulja ni dosegla 
faze platoja, zato smo se po več ponovitvah odločili, da fermentacije v ajdovi in proseni 
pivini ustavimo po približno desetih dneh trajanja poskusa, ne glede na rezultate. Na dan 
zaustavitve fermentacije smo še zadnjič stehtali centrifugirke, razdrli mini-fermentorje in 
vzorce centrifugirali pri 5000 × g, 5 minut pri temperaturi 4 °C. Po centrifugiranju smo 
dobili na dnu centrifugirke pelet – kvasno biomaso in supernatant – končni produkt, pivo. 
Po zaustavitvi fermentacijskega poskusa smo kot prvo določili končno koncentracijo celic 
v suspeziji – peletu, in sicer s pomočjo metode ImageJ, ki je natančneje opisana spodaj.  
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3.2.4.4 Določanje začetne in končne koncentracije celic s štetjem pod mikroskopom in 
računalniškim programom ImageJ 
 
Za določanje začetne in končne koncentracije celic v posameznem vzorcu smo uporabili 
metodo štetja celic pod mikroskopom s programom ImageJ. Pri določanju začetne 
koncentracije celic, smo na Bürker-Türkovo števno komoro nanesli 10 µL vzorca in 
preparat pogledali pod mikroskopom. Pri določanju končne koncentracije celic, smo po 
končanem fermentacijskem poskusu posamezne 50 mL centrifugirke centrifugirali (5000 × 
g, 5 minut, 4 °C). Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, pelet pa resuspendirali v 5 
mL fiziološke raztopine. Vzorce smo ponovno centrifugirali (5000 × g, 5 minut, 4 °C), 
supernatant ponovno zavrgli, pelet pa resuspendirali v 5 mL fiziološke raztopine. Nato smo 
vzeli 10 µL posameznega vzorca, ga nanesli na Bürker-Türkovo števno komoro in jo 
vstavili pod mikroskop. Če je bila gostota celic v posameznem vzorcu previsoka, smo 
naredili redčitveno vrsto s fiziološko raztopino. Kvasne celice smo šteli pri 100-kratni 
povečavi. Z nastavitvijo parametrov v programu Leica, smo nastavili optimalno sliko za 
štetje celic. Uporabili smo črno-bel način svetlobnega mikroskopiranja, pri čemer smo 
dobili sliko svetlih, belih pik na črnem ozadju.  
 
 
Slika 9: Način slikanja celic za kasnejše štetje s programom ImageJ. 
 
Sledilo je štetje celic s program ImageJ. V prvem koraku smo odprli želeno fotografijo, ki 
smo jo posneli s programom Leica. Za učinkovito štetje celic smo nastavili parameter 
»Threshold«, s katerim smo določili intenziteto celic glede na ozadje. Nato smo nastavili 
ukaz »Fill Holes«, ki poudari slabo označene celice in omogoči štetje le-teh. Slednji ukaz 
je bil »Watershed«, ki loči stikajoče se celice in brste od celic. Za končno štetje števila 
celic smo uporabili parameter »Analyze particles«, ki prešteje obkrožene celice na podlagi 
njihove velikosti in krožnosti in tako zanesljivo izloči posamezne delce, ki ne predstavljajo 
kvasnih celic. Po naslednji formuli smo s pomočjo programa Excel izračunali 
koncentracijo živih celic: 
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ccelic =  
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑉 (µ𝐿) × 1000 × 𝑅
                                                                                               ... (2)                                                                          
 
»V« predstavlja volumen, ki ga omejuje vidno polje mikroskopa v programu ImageJ, in 
sicer 0,032384 µL. Pri izračunu koncentracije celic upoštevamo tudi redčitev (R), in sicer 
takrat, ko redčimo celice zaradi previsoke gostote.   
 
3.2.4.5 Določanje stopnje flokulacije s testom po Helmu 
 
V mikrocentrifugirke z oznako A smo odpipetirali 1 mL posameznega vzorca in 
centrifugirali 3 minute pri 900 × g. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet 
resuspendirali v 0,9 mL fiziološke raztopine. Posameznemu vzorcu smo dodali 0,1 mL 50 
mM EDTA in celice vorteksirali 15 sekund. Nato smo 0,1 mL suspenzije razredčili v 0,9 
mL fiziološke raztopine, 0,1 mL odpipetirali v mikrotitsko ploščico in nemudoma izmerili 
optično gostoto pri 600 nm.  
 
V mikrocentrifugirke z oznako B smo prav tako odpipetirali 1 mL posameznega vzorca in 
centrifugirali 3 minute pri 900 × g. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet 
resuspendirali v 1 mL CaSO4. Suspenzijo smo vorteksirali 15 sekund in spet centrifugirali 
3 minute pri 900 × g. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in celice resuspendirali v 1 
mL raztopine Helm B. Nato smo mikrocentrifugirke 5x obrnili in jih inkubirali brez 
premikanja 6 minut. Po inkubaciji smo odpipetirali 0,1 mL suspenzije tik pod meniskusom 
in le-to razredčili v 0,9 mL fiziološke raztopine. Nato smo suspenzijo vorteksirali in 0,1 
mL odpipetirali v mikrotitsko ploščico ter nemudoma izmerili optično gostoto pri 600 nm.  
 
Delež flokuliranih celic smo izračunali po spodnji enačbi: 
 
% flokulacije =  
100 𝑥 (𝐴−𝐵)
𝐴
                                                                                              ... (3) 
 
3.2.5 Kemijske analize ječmenovega, ajdovega in prosenega piva 
 
3.2.5.1 Analiza tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) 
 
Po zaključeni fermentaciji smo pivo prefiltrirali skozi 1,2 µm filter (Macherey Nagel) z 
injekcijsko brizgo v vijalo (Supelco). Tako pripravljene vzorce smo skupaj s standardnimi 
redčitvami sladkorjev (maltozo, glukozo, maltotriozo in rafinozo), etanola in glicerola 
naložili na tekočinski kromatograf visoke ločljivosti (Knauer). Metoda HPLC, po kateri 
smo določali koncentracije sladkorjev in produktov fermentacije, je opisana v doktorski 
disertaciji Kosel (2014).   
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4.1 IDENTIFIKACIJA SEVOV KVASOVK RODU SACCHAROMYCES 
 
V raziskovalnem delu smo uporabili 13 različnih pivskih sevov Saccharomyces 
pastorianus in 12 sevov Saccharomyces spp., ki so bili izolirani iz jabolčnega vina na 
Koroškem (Preglednica 1). Z metodo sekvenciranja regije ITS smo potrjevali identiteto 
sevov, ki spadajo v rod Saccharomyces. Uporabili smo metodo, ki sta jo objavila Pengelly 
in Wheals (2013), saj smo pričakovali prisotnost hibridov. Uporabili smo vrstno-specifične 
začetne oligonukleotide. Da je sev hibrid dveh različnih vrst, smo dokazali, če smo za 
določen sev dobili pozitivno reakcijo pri uporabi dveh vrstno-specifičnih oligonukleotidnih 
začetkov.  
 
V Preglednici 5 so prikazani rezultati preverjanja hibridov. Za vsak sev smo uporabili 
začetne oligonukleotide, prikazane v Preglednici 3. Z znakom + so označene reakcije, pri 
katerih je prišlo do pomnožitve DNA z vrstno-specifičnima oligonukleotidnima 
začetnikoma, z znakom - pa so označene reakcije, kjer do pomnožitve ni prišlo.  
 






Vrstno-specifična regija DNA 
Vrsta/hibrid 
Sbay Scer Seub Skud Spar 
6/A5 (1) ZIM 3704 + - - - - Saccharomyces uvarum 
6/C12 (1) ZIM 3705 + + + - - Saccharomyces sp. 
1/E5 (2) ZIM 3706 + - - - - Saccharomyces uvarum 
5/C8 (1) ZIM 3707 + - - - + 
Saccharomyces uvarum × 
Saccharomyce paradoxus 
5/C8 (3) ZIM 3708 + - - - + 
Saccharomyces uvarum × 
Saccharomyce paradoxus 
6/G2 (1) ZIM 3709 - + + - - 
Saccharomyces cerevisiae × 
Saccharomyces eubayanus 
6/C3 (2) ZIM 3710 + - - - - Saccharomyces uvarum 
6/A9 (1) ZIM 3711 - - + + - 
Saccharomyces eubayanus × 
Saccharomyces kudriavzevii 
5/H11 (2) ZIM 3712 + - - + - 
Saccharomyces uvarum × 
Saccharomyces kudriavzevii 
6/D10 ZIM 3713 + - - - - Saccharomyces uvarum 
6/E9 (1) ZIM 3714 + - - - - Saccharomyces uvarum 
6/D8 ZIM 3617 + + - - - 
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4.2 SPOSOBNOST SPORULACIJE 
 
Po pretečeni inkubacijski dobi na sporulacijskem gojišču smo vsem 13 različnim pivskim 
sevom Saccharomyces pastorianus in 12 sevom Saccharomyces spp., izoliranim iz 
jabolčnega vina, določili sposobnost sporulacije, ker so nas zanimale lastnosti testiranih 
sevov. Na Sliki 10 sta prikazana primera, kjer sev ne sporulira in kjer sporulira. 
 
 
Slika 10: Prikaz kvasnih celic, ki ne sporulirajo (levo) in celic, ki sporulirajo ter prikaz njihovih spor v obliki 
tetrad (desno) pod 1000-kratno povečavo. 
 
V Preglednici 6 so prikazani rezultati sposobnosti sporulacije sevov kvasovk. Z znakom + 
so označeni sevi, pri katerih je prišlo do sporulacije, z znakom - pa so označeni sevi, ki 
niso tvorili askospor.  
 
Preglednica 6: Spodobnost sporulacije testiranih sevov. 
Oznaka seva Sporulacija Oznaka seva Sporulacija 
ZIM 166 - ZIM 3704 + 
ZIM 171 - ZIM 3705 + 
ZIM 172 - ZIM 3706 + 
ZIM 200 - ZIM 3707 + 
ZIM 283 - ZIM 3708 + 
ZIM 303 - ZIM 3709 + 
ZIM 306 - ZIM 3710 + 
ZIM 337 - ZIM 3711 - 
ZIM 345 - ZIM 3712 + 
ZIM 367 - ZIM 3713 + 
ZIM 1823 - ZIM 3714 + 
ZIM 2203 - ZIM 3617 + 
ZIM 2271 - / / 
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Kot je razvidno iz zgornje razpredelnice, vseh 13 pivskih sevov S. pastorianus ni tvorilo 
spor, kar je bilo pričakovano, saj vrsta S. pastorianus ne sporulira, medtem ko so sevi 
Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina, z izjemo seva S. eubayanus × S. 
kudriavzevii ZIM 3711, vsi sporulirali. 
 
4.3 DOLOČANJE TEHNOLOŠKIH LASTNOSTI KVASOVK 
 
4.3.1 Določanje specifične hitrosti rasti v različnih sladkorjih 
 
Vsem 13 genetsko različnim pivskim sevom Saccharomyces pastorianus in 12 sevom 
Saccharomyces spp., izoliranim iz jabolčnega vina, smo določili specifično hitrost rasti v 
posameznih sladkorjih – 1 % maltozi, 1 % maltotriozi in 1 % rafinozi. Omenjene sladkorje 
smo izbrali, ker le-ti prevladujejo v pivini pri proizvodnji piva. Poskus smo izvajali v treh 




Slika 11: Specifična hitrost rasti pivskih sevov S. pastorianus, v kemijsko definiranem gojišču s 
posameznimi sladkorji kot viri ogljika. Standardni odklon prikazuje odstopanje med tremi tehničnimi 
ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve prikazujejo tri biološke ponovitve. ZIM 
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Slika 12: Specifična hitrost rasti pivskih sevov S. pastorianus, v kemijsko definiranem gojišču s 
posameznimi sladkorji kot viri ogljika. Standardni odklon prikazuje odstopanje med tremi tehničnimi 
ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve prikazujejo tri biološke ponovitve. ZIM 
(zbirka industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov kvasovk. 
 
Fenotipska pestrost specifične hitrosti rasti v različnih virih ogljika pivskih sevov S. 
pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, je bila, kot je 
razvidno iz Slik 11-14, relativno velika. Med pivskimi sevi S. pastorianus sta najbolj 
izstopala referenčni sev S. pastorianus W34/70 in sev ZIM 367. Referenčni sev S. 
pastorianus W34/70 je dobro fermentativno izrabljal vse tri testirane sladkorje (µmaltoza = 
0,327 h-1; µmaltotrioza = 0,296 h
-1; µrafinoza = 0,454 h
-1), enako velja za sev ZIM 367, (µmaltoza = 
0,314 h-1; µmaltotrioza = 0,328 h
-1; µrafinoza = 0,472 h
-1). Če pogledamo posamezen sladkor, je 
maltozo in rafinozo uspešno fermentativno izrabljal tudi sev ZIM 2271 (µmaltoza = 0,291 h
-1, 
µrafinoza = 0,416 h
-1), medtem ko je najboljšo specifično hitrost rasti v maltrotriozi po 
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Slika 13: Specifična hitrost rasti sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, v kemijsko 
definiranem gojišču s posameznimi sladkorji kot viri ogljika. Standardni odklon prikazuje odstopanje med 
tremi tehničnimi ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve prikazujejo tri biološke 
ponovitve. ZIM (zbirka industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov kvasovk. 
 
 
Slika 14: Specifična hitrost rasti sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, v kemijsko 
definiranem gojišču s posameznimi sladkorji kot viri ogljika. Standardni odklon prikazuje odstopanje med 
tremi tehničnimi ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve prikazujejo tri biološke 
ponovitve. ZIM (zbirka industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov kvasovk. 
 
Med sevi Saccharomyces spp., izoliranimi iz jabolčnega vina je najbolj izstopal S. uvarum 
ZIM 3704. Omenjen sev je dobro fermentativno izrabljal maltozo in rafinozo (µmaltoza = 
0,534 h-1; µrafinoza = 0,512 h
-1). Po drugi strani je zanimivo, da je v maltotriozi rastel 
bistveno slabše (µmaltotrioza = 0,063 h
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relativno enako hitro rastli oziroma fermentativno izrabljali maltozo. V maltotriozi je na 
primer dobro rastel sev S. eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711 (µmaltotrioza = 0,361 h
-1), 
medtem ko smo opazili izjemno slabo sposobnost rasti seva S. uvarum × S. paradoxus 
ZIM 3708 (µmaltotrioza = 0,013 h
-1) in S. uvarum ZIM 3710 (µmaltotrioza = 0,015 h
-1). Rafinozo 
so dobro fermentativno izrabljali S. uvarum × S. paradoxus ZIM 3707 (µrafinoza = 0,314 h
-
1), S. eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711 (µrafinoza = 0,471 h
-1) in S. uvarum ZIM 3714 
(µrafinoza = 0,439 h
-1). 
 
4.3.2 Določanje specifične hitrosti rasti v različnih pivinah 
 
Prav tako smo vsem 13 pivskim sevom S. pastorianus in 12 sevom Saccharomyces spp. 
izoliranim iz jabolčnega vina določili kinetiko rasti v mikrotitrskih ploščicah in na podlagi 
naklona eksponentne krivulje z računalniškim programom GrowthRates določili specifično 
hitrost fermentacije različnih pivin – ječmenove, prosene in ajdove. Poskus smo izvajali v 




Slika 15: Specifična hitrost rasti pivskih sevov S. pastorianus, v različnih pivinah. Standardni odklon 
prikazuje odstopanje med tremi tehničnimi ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve 
prikazujejo tri biološke ponovitve. ZIM (zbirka industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov 
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Slika 16: Specifična hitrost rasti pivskih sevov S. pastorianus, v različnih pivinah. Standardni odklon 
prikazuje odstopanje med tremi tehničnimi ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve 
prikazujejo tri biološke ponovitve. ZIM (zbirka industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov 
kvasovk. 
 
Na splošno je bila specifična hitrost rasti v različnih pivinah bolj uniformna kot specifična 
hitrost rasti v različnih virih ogljika, tako pivskih sevov S. pastorianus, kakor tudi sevov 
Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina (Slike 15-18). 
 
Pri pivskih sevih S. pastorianus sta ponovno najbolj izstopala seva ZIM 367 (µječmenova pivina 
= 0,233 h-1; µprosena pivina = 0,245 h
-1; µajdova pivina = 0,321 h
-1) in referenčni sev S. pastorianus 
W34/70 (µječmenova pivina = 0,210 h
-1; µprosena pivina = 0,234 h
-1; µajdova pivina = 0,261 h
-1). 
Omenjena seva sta vse tri pivine fermentativno izrabljala bolje kot vsi ostali testirani pivski 
sevi. Po drugi strani je izstopal tudi sev ZIM 283, ki je ječmenovo pivino fermentativno 
izrabljal bistveno slabše od ostalih testiranih sevov (µječmenova pivina = 0,068 h
-1). Če 
pogledamo ostale rezultate, vidimo, da so bile večinoma vse specifične hitrosti 
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Slika 17: Specifična hitrost rasti sevov Saccharomyces spp., v različnih pivinah. Standardni odklon prikazuje 
odstopanje med tremi tehničnimi ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve 




Slika 18: Specifična hitrost rasti sevov Saccharomyces spp., v različnih pivinah. Standardni odklon prikazuje 
odstopanje med tremi tehničnimi ponovitvami. Vsak sev je obarvan z drugo barvo, odtenki te barve 
prikazujejo tri biološke ponovitve. ZIM (zbirka industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov 
kvasovk. 
 
Med sevi Saccharomyces spp., izoliranimi iz jabolčnega vina, je po specifični hitrosti rasti 
ponovno najbolj izstopal sev S. uvarum ZIM 3704. Omenjen sev je dobro fermentativno 
izrabljal ječmenovo, proseno in ajdovo pivino (µječmenova pivina = 0,225 h
-1; µprosena pivina = 
0,318 h-1; µajdova pivina = 0,425 h





















































































Košir S. Karakterizacija ... S. pastorianus za ... izrabo ajdove in prosene pivine v pivovarskih razmerah. 




fermentacijo ječmenove pivine medsebojno niso razlikovali veliko, izstopala sta seva S. 
eubayanus × S. kudriavzevii  ZIM 3711 (µječmenova pivina = 0,076 h
-1) in S. uvarum × S. 
cerevisiae ZIM 3617 (µječmenova pivina = 0,080 h
-1) z najslabšo specifično hitrostjo rasti. V 
proseni pivini je bila situacija enaka kot v ječmenovi pivini: sevi se medsebojno niso 
razlikovali veliko, spet pa sta izstopala seva S. eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711 
(µprosena pivina = 0,142 h
-1) in S. uvarum × S. cerevisiae ZIM 3617 (µprosena pivina = 0,196 h
-1) z 
najslabšo specifično hitrostjo rasti. Ajdovo pivino sta najbolje fermentativno izrabljala S. 
uvarum ZIM 3706 (µajdova pivina = 0,443 h
-1 ) in S. uvarum × S. paradoxus ZIM 3707 (µajdova 
pivina = 0,392 h
-1), najslabše pa S. eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711 (µajdova pivina = 
0,140 h-1). 
 
4.3.3 Določanje sposobnosti tvorbe hlapnih fenolnih spojin (fenotip POF +/-) 
 
Po pretečeni inkubacijski dobi smo vsem 13 pivskim sevom Saccharomyces pastorianus in 
vsem 12 sevom Saccharomyces spp., izoliranim iz jabolčnega vina določili sposobnost 
pretvorbe ferulične kisline v hlapne fenolne spojine (fenotip POF). Rezultati so prikazani v 
Preglednici 7. Z znakom + so označene kvasovke, pri katerih je prišlo do tvorbe hlapnih 
fenolnih spojin, z znakom - pa so označeni sevi, pri katerih do tvorbe le-teh ni prišlo.  
 
Preglednica 7: Rezultat senzorične analize sposobnosti pretvorbe ferulične kisline v hlapne fenolne spojine 
(fenotip POF +/-). 
Oznaka seva Fenotip POF +/- Oznaka seva Fenotip POF +/- 
ZIM 166 - ZIM 3704 + 
ZIM 171 - ZIM 3705 + 
ZIM 172 - ZIM 3706 + 
ZIM 200 - ZIM 3707 + 
ZIM 283 - ZIM 3708 + 
ZIM 303 - ZIM 3709 + 
ZIM 306 - ZIM 3710 + 
ZIM 337 - ZIM 3711 + 
ZIM 345 - ZIM 3712 + 
ZIM 367 - ZIM 3713 + 
ZIM 1823 - ZIM 3714 + 
ZIM 2203 - ZIM 3617 + 
ZIM 2271 - / / 
 
Kot je razvidno iz zgornje razpredelnice, nobeden izmed 13 pivskih sevov S. pastorianus 
ni tvoril hlapnih fenolnih spojin, kar je bilo pričakovano, medtem ko so vsi sevi, izolirani 
iz jabolčnega vina, tvorili hlapne fenolne spojine in jih zato uvrščamo med pozitivne 
kvasovke POF. 
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4.4 DOLOČANJE FERMENTATIVNIH LASTNOSTI KVASOVK V RAZLIČNIH 
PIVINAH V PIVOVARSKIH RAZMERAH 
 
4.4.1 Kinetika fermentacije ječmenove, prosene in ajdove pivine 
 
Fermentacija je potekala v konusnih mini-fermentorjih z nameščenimi vrelnimi vehami pri 
14 °C – v pivovarskih razmerah. Fermentacijski poskus v ječmenovi pivini smo izvajali iz 
razloga, da smo lahko primerjali sposobnost in hitrost fermentacije pivskih sevov 
Saccharomyces pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina v 
ajdovi in proseni pivini. Ječmen je že vrsto let glavno žito, ki prevladuje v proizvodnji 
piva. Ravno iz tega razloga se je kvasovka S. pastorianus genetsko prilagodila predvsem 
na izrabo ječmenove sladice (Libkind in sod., 2011). Spodnji grafi prikazujejo kinetiko 
fermentacij, ki smo jo spremljali z merjenjem oddanega CO2. Volumen testirane pivine je 
bil 20 mL.  
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Slika 19: Kinetika oddanega CO2 med fermentacijo ječmenove (modra krivulja), prosene (oranžna krivulja) 
in ajdove (siva krivulja) pivine sevov S. pastorianus. ZIM (zbirka industrijskih mikroorganizmov) je oznaka 
različnih sevov kvasovk. 
 
Iz strmine krivulje in količine oddanega CO2 vidimo, da je ječmenovo pivino najbolje 
fermentiral referenčni sev S. pastorianus W34/70 (∆ CO2 = 57,00 g/L) in najslabše ZIM 
200 (∆ CO2 = 26,83 g/L). Proseno pivino so najbolje fermentirali sevi ZIM 171 (∆ CO2 = 
36,57 g/L), ZIM 337 (∆ CO2 = 38,63 g/L) in ZIM 345 (∆ CO2 = 37,18 g/L). Po drugi strani 
je proseno pivino najslabše fermentiral ZIM 1823 – petit mutanta (∆ CO2 = 24,35 g/L). 
Referenčni sev S. pastorianus W34/70 je med fermentacijo prosene pivine dosegel 35,48 
g/L ∆ CO2. Med pivskimi sevi S. pastorianus je ajdovo pivino najbolje fermentiral sev 
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ZIM 30 3(∆ CO2 = 21,44 g/L), najslabše pa sev ZIM 166 (∆ CO2 = 13,29 g/L). Referenčni 
sev S. pastorianus W34/70 je med fermentacijo ajdove pivine dosegel 19,11 g/L ∆ CO2. 
ZIM 1823 – petit mutanta, je bil edini sev pivske kvasovke, ki na ajdovi pivini ni rastel.  
 
 
Slika 20: Kinetika oddanega CO2 med fermentacijo ječmenove (modra krivulja), prosene (oranžna krivulja) 
in ajdove (siva krivulja) pivine sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina. ZIM (zbirka 
industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov kvasovk. 
 
Kot je razvidno iz zgornjih grafov, smo na podlagi strmine krivulje določili, da je 
ječmenovo pivino najbolje fermentiral Saccharomyces uvarum × S. paradoxus ZIM 3707 
(∆ CO2 = 44,15 g/L), najslabše pa so ječmenovo pivino fermentirali S. uvarum × S. 
paradoxus ZIM 3708 (∆ CO2 = 24,92 g/L), S. cerevisiae × S. eubayanus ZIM 3709 (∆ CO2 
= 26,72 g/L) in S. uvarum ZIM 3710 (∆ CO2 = 22,35 g/L). Iz rezultatov je prav tako 
razvidno, da so na splošno vsi pivski sevi S. pastorianus v primerjavi s sevi 
Saccharomyces spp., izoliranimi iz jabolčnega vina bolje fermentirali ječmenovo pivino, 
kar je bilo pričakovano iz že omenjenega razloga: kvasovka S. pastorianus se je genetsko 
prilagodila na izrabo pivine iz ječmena. Iz Slike 20 lahko vidimo, da vseh sevov 
Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, nismo testirali v ječmenovi pivini, zato 
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lahko prej omenjeno dejstvo trdimo zgolj za testirane seve kvasovk. Proseno pivino je 
najbolje fermentiral sev S. uvarum × S. kudriavzevii ZIM 3712 (∆ CO2 = 38,58 g/L) in 
najslabše Saccharomyces eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711 (∆ CO2 = 20,40 g/L) ter 
S. uvarum × S. cerevisiae ZIM 3617 (∆ CO2 = 20,66 g/L). Ajdovo pivino so najbolje 
fermentirali S. uvarum ZIM 3713 (∆ CO2 = 19,47 g/L), S. uvarum ZIM 3714 (∆ CO2 = 
19,19 g/L) in S. uvarum × S. cerevisiae ZIM 3617 (∆ CO2 = 18,76 g/L). Najslabše sta 
ajdovo pivino fermentirala Saccharomyces sp. ZIM 3705 (∆ CO2 = 12,05 g/L) in S. 
uvarum × S. paradoxus ZIM 3707 (∆ CO2 = 12,20 g/L). Bistvene razlike v kinetiki 
fermentacije prosene in ajdove pivine med pivskimi sevi S. pastorianus in sevi 
Saccharomyces spp., izoliranimi iz jabolčnega vina, kot je to bilo v ječmenovi pivini, 
nismo zaznali.  
 
4.4.2 Sposobnost flokulacije različnih sevov po končani fermentaciji 
 
Po končani fermentaciji smo sevom določili sposobnost flokulacije s testom HELM. V 
ječmenovi pivini smo stopnjo flokulacije določali zgolj zato, da smo lahko rezultate 
primerjali s stopnjo flokulacije sevov po fermentaciji ajdove in prosene pivine. S. 
pastorianus je kvasovka spodnjega vrenja, ki se po končani fermentaciji usede na dno 
fermentorja. Za omenjeno kvasovko je značilno, da ima dobre flokulacijske sposobnosti. 
 
Preglednica 8: Stopnja flokulacije (%) določena s testom HELM sevov S. pastorianus in sevov 
Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, v različnih pivinah. 
Oznaka seva 
% flokulacije v 
ječmenovi pivini 
% flokulacije v 
proseni pivini 
% flokulacije v  
ajdovi pivini 
ZIM 166 81 87 42 
ZIM 171 68 89 29 
ZIM 172 73 88 9 
ZIM 200 ni podatka 89 17 
ZIM 283 32 54 4 
ZIM 303 44 69 15 
ZIM 306 28 74 20 
ZIM 337 56 46 28 
ZIM 345 46 53 20 
ZIM 367 18 40 23 
ZIM 1823 50 32 ni podatka 
ZIM 2203 ni podatka 53 20 
ZIM 2271 84 88 ni podatka 
ZIM 3704 28 42 26 
ZIM 3705 25 36 35 
... se nadaljuje  
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Nadaljevanje Preglednice 8: Stopnja flokulacije (%) določena s testom HELM sevov S. pastorianus in sevov 
Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina v različnih pivinah. 
Oznaka seva 
% flokulacije v 
ječmenovi pivini 
% flokulacije v 
proseni pivini 
% flokulacije v  
ajdovi pivini 
ZIM 3706 69 29 26 
ZIM 3707 47 45 28 
ZIM 3708 40 44 12 
ZIM 3709 55 34 18 
ZIM 3710 48 55 34 
ZIM 3711 ni podatka 73 25 
ZIM 3712 ni podatka 60 12 
ZIM 3713 ni podatka 32 17 
ZIM 3714 ni podatka 39 22 
ZIM 3617 ni podatka 34 21 
 
Iz Preglednice 8 je razvidno, kakšno sposobnost flokulacije ima posamezen pivski sev in 
sev izoliran iz jabolčnega vina po zaključeni fermentaciji različnih pivin. Vidimo, da je 
bila stopnja flokulacije v ajdovi pivini najmanjša, medtem, ko je bila stopnja flokulacije v 
proseni pivini primerljiva oziroma celo večja s tisto v ječmenovi pivini.  
 
Primerjava rezultatov iz Preglednice 8 pokaže, da je imel pivski sev S. pastorianus ZIM 
166 največjo stopnjo flokulacije, izmed vseh testiranih kvasovk. Stopnja flokulacije 
pivskega seva S. pastorianus ZIM 166, je v ječmenovi pivini znašala 81 %, v proseni 
pivini 87 %, medtem ko je bila v ajdovi pivini za polovico manjša, in sicer zgolj 42 %. 
Tudi ZIM 172 je imel stopnjo flokulacije v ječmenovi pivini 73 %, v proseni pivini večjo, 
in sicer 88 %, medtem ko je v ajdovi pivini ZIM 172 izjemno slabo flokuliral, pri čemer je 
bila stopnja flokulacije zgolj 9 %. V ajdovi pivini je od seva ZIM 172 slabše flokuliral le še 
ZIM 283, pri čemer je bila stopnja flokulacije zgolj 4 %. Zanimiv primer je predstavljal 
sev Saccharomyces spp., izoliran iz jabolčnega vina, in sicer Saccharomyces sp. ZIM 
3705, kjer je bila stopnja flokulacije v  ječmenovi pivini enaka, 25 %, v proseni pivini 36 
%, zanimiva pa je bila stopnja flokulacije v ajdovi pivini, ki je v omenjenem primeru 
znašala več kakor stopnja flokulacije v ječmenovi pivini, in sicer 35 %.  
 
Na splošno lahko trdimo, da so pivski sevi S. pastorianus v ječmenovi in proseni pivini 
bolje flokulirali od sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina. Po drugi 
strani je zanimivo, da je bila situacija v ajdovi pivini ravno obratna, torej so bili sevi 
Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina, tisti, ki so imeli boljše sposobnosti 
flokulacije od pivskih sevov S. pastorianus, vendar je bila stopnja flokulacije na splošno v 
ajdovi pivini znatno manjša v primerjavi z ječmenovo in proseno pivino. Potrdimo lahko 
tudi dejstvo, da je bila stopnja flokulacije večja v proseni pivini pri pivskih sevih S. 
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pastorianus in sevih Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, kakor v ječmenovi 
pivini.  
 
4.4.3 Izraba sladkorjev in tvorba končnih produktov fermentacije v različnih 
pivinah 
 
S tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) smo po zaključku fermentacij vsem 
testiranim sevom določili količino neporabljenih sladkorjev pivin (glukoze, maltoze, 
maltotrioze) in s tem izračunali, kakšna je bila stopnja atenuacije, ter koliko glicerola in 
predvsem etanola so tvorili posamezni sevi. Kot vse metode do sedaj, smo tudi kemijsko 
analizo končnih produktov v ječmenovi pivini izvajali zgolj iz tega razloga, da smo lahko 
primerjali rezultate pivskih sevov Saccharomyces pastorianus in sevov Saccharomyces 
spp., izoliranih iz jabolčnega vina, v ajdovi in proseni pivini.  
 
Preglednica 9: Koncentracija neporabljenih fermentabilnih sladkorjev po končani fermentaciji pivskih sevov 
S. pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina v ječmenovem pivu. 
Oznaka seva Glukoza [g/L] Maltoza [g/L] Maltotrioza [g/L] 
Začetna koncentracija 10,44 71,15 24,99 
ZIM 166 0,28 37,68 15,37 
ZIM 171 0,00 45,27 14,90 
ZIM 172 0,77 47,88 15,59 
ZIM 200 ni podatka ni podatka ni podatka 
ZIM 283 1,37 40,25 17,30 
ZIM 303 0,00 30,19 12,59 
ZIM 306 0,00 19,36 12,00 
ZIM 337 0,00 27,75 12,06 
ZIM 345 0,65 39,33 15,72 
ZIM 367 0,51 44,53 14,42 
ZIM 1823 0,00 38,54 14,92 
ZIM 2203 ni podatka ni podatka ni podatka 
ZIM 2271 0,85 27,42 15,01 
ZIM 3704 0,00 42,62 23,93 
ZIM 3705 0,00 55,30 24,30 
ZIM 3706 0,00 52,65 22,57 
ZIM 3707 0,00 25,84 21,85 
ZIM 3708 0,00 57,25 23,84 
ZIM 3709 0,00 55,32 22,84 
ZIM 3710 1,11 68,84 24,31 
ZIM 3711 ni podatka ni podatka ni podatka 
ZIM 3712 ni podatka ni podatka ni podatka 
ZIM 3713 ni podatka ni podatka ni podatka 
ZIM 3714 ni podatka ni podatka ni podatka 
ZIM 3617 ni podatka ni podatka ni podatka 
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Slika 21: Stopnja atenuacije ječmenovega piva ter količina nastalega etanola in glicerola po fermentaciji 
pivskih sevov S. pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina. Prazna polja 
prikazujejo seve katerim tekom fermentacije nismo uspeli določiti željenih parametrov. ZIM (zbirka 
industrijskih mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov kvasovk. 
 
Po končani fermentaciji ječmenove pivine so v vseh vzorcih fermentacij pivskih sevov S. 
pastorianus in fermentacij sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, ostali 
neporabljeni sladkorji.  
 
Če pogledamo rezultate, ki so prikazani v Preglednici 9, vidimo, da je večina testiranih 
sevov v celoti porabila glukozo, medtem ko sta maltoza in maltotrioza kot fermentabilna 
sladkorja ostala neporabljena. Glede na podatke o vsebnosti maltoze in maltotrioze v 
ječmenovi pivini vidimo, da je bila poraba maltoze in maltotrioze bistveno večja pri 
pivskih sevih S. pastorianus kakor pri sevih Saccharomyces spp., ki so bili izolirani iz 
jabolčnega vina. 
 
Pri sevih Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, je bila tako nižja stopnja 
atenuacije ječmenove pivine, kar je bilo pričakovano, saj je kvasovka S. pastorianus tista, 
ki je prilagojena na izrabo le-te. Vrednosti neporabljenih skupnih sladkorjev pivskih sevov 
S. pastorianus so bile med 31,35 g/L (ZIM 306) in 64,24 g/L (ZIM 172). Pri ZIM 172 je 
ostalo v vzorcu po fermentaciji največ sladkorjev, kar je imelo za posledico najmanj 
nastalega etanola, in sicer 17,24 g/L. Po drugi strani je pivski sev S. pastorianus ZIM 306 
tvoril 26,22 g/L etanola, kar pa ni bilo največ med pivskimi sevi S. pastorianus. Največ 
etanola je tvoril pivski sev ZIM 2271, in sicer 34,00 g/L, pri čemer je ostalo 43,28 g/L 





















































































Koncentracija alkohola Koncentracija glicerola Stopnja atenuacije
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iz jabolčnega vina so bile med 47,68 g/L (ZIM 3707) in 94,27 g/L (ZIM 3710). Pri sevu S. 
uvarum ZIM 3710 je ostalo v vzorcu po fermentaciji največ sladkorjev, kar je imelo za 
posledico tudi najmanj nastalega etanola, in sicer zgolj 7,43 g/L. Po drugi strani je 
kvasovka S. uvarum × S. paradoxus ZIM 3707 tvorila največ etanola, in sicer 24,00 g/L. 
Največ alkohola v ječmenovi pivini je torej tvoril pivski sev S. pastorianus ZIM 2271 in 
sev Saccharomyces spp., izoliran iz jabolčnega vina ZIM 3707. Na splošno so pivski sevi 
tvorili nekoliko več alkohola kakor sevi, izolirani iz jabolčnega vina. 
 
Poleg alkohola so kvasovke med fermentacijo tvorile tudi glicerol. Kot je razvidno iz Slike 
21 so kvasne celice tvorile relativno malo glicerola, in sicer so se vrednosti pri pivskih 
sevih S. pastorianus gibale med 2,50 g/100 mL (ZIM 166) in 21,46 g/100 mL (ZIM 345). 
Pri sevih Saccharomyces spp., so bile vrednosti še nižje, in sicer med 0,00 g/100 mL (ZIM 
3709) in 14,11 g/100 mL (ZIM 3710). 
 
Preglednica 10: Koncentracija neporabljenih fermentabilnih sladkorjev po končani fermentaciji pivskih 
sevov S. pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina v prosenem pivu. 
Oznaka seva Glukoza [g/L] Maltoza [g/L] 
Začetna koncentracija 35,94 26,42 
ZIM 166 0,75 7,87 
ZIM 171 0,00 10,46 
ZIM 172 0,00 10,76 
ZIM 200 0,00 11,41 
ZIM 283 0,00 9,49 
ZIM 303 0,00 10,08 
ZIM 306 0,00 12,26 
ZIM 337 0,00 10,52 
ZIM 345 0,51 12,30 
ZIM 367 0,00 13,30 
ZIM 1823 3,63 17,72 
ZIM 2203 0,00 13,41 
ZIM 2271 0,00 11,43 
ZIM 3704 11,45 31,28 
ZIM 3705 5,48 26,76 
ZIM 3706 4,57 22,09 
ZIM 3707 0,98 15,97 
ZIM 3708 4,66 25,71 
ZIM 3709 3,95 21,62 
ZIM 3710 2,03 25,57 
ZIM 3711 0,82 14,24 
ZIM 3712 4,27 18,23 
ZIM 3713 5,19 25,48 
ZIM 3714 11,79 30,92 
ZIM 3617 6,06 25,08 
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Slika 22: Stopnja atenuacije prosenega piva ter količina nastalega etanola in glicerola po fermentaciji pivskih 
sevov S. pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina. ZIM (zbirka industrijskih 
mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov kvasovk. 
 
V proseni pivini so v vseh vzorcih pivskih sevov S. pastorianus in sevov Saccharomyces 
spp., izoliranih iz jabolčnega vina, po fermentaciji ostali prisotni sladkorji. 
 
Če pogledamo rezultate, ki so prikazani v Preglednici 10, vidimo, da je večina testiranih 
pivskih sevov S. pastorianus v celoti porabila glukozo, medtem ko je le-ta ostala 
neporabljena pri sevih Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina. Tudi maltoza je 
ostala kot neporabljen fermentabilni sladkor. Le-te je ponovno ostalo več pri sevih 
Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina kakor pri pivskih sevih S. pastorianus. 
Na splošno je ostalo maltoze v primerjavi z glukozo bistveno več v vseh vzorcih po 
končani fermentaciji. Maltotrioze v proseni pivini z metodo HPLC nismo zaznali.  
 
Vrednosti skupnih sladkorjev pivskih sevov S. pastorianus v proseni pivini so bile med 
8,63 g/L (ZIM 166) in 21,35 g/L (ZIM 1823). Pri ZIM 1823 je ostalo v vzorcu po 
fermentaciji največ sladkorjev, kar je imelo za posledico tudi najmanj nastalega etanola, in 
sicer 20,34 g/L. Po drugi strani je pivski sev S. pastorianus ZIM 166 tvoril 33,13 g/L 
etanola, kar pa ni bilo največ med pivskimi sevi S. pastorianus. Največ etanola je tvoril 
pivski sev ZIM 171, in sicer 34,82 g/L, pri čemer je ostalo 10,46 g/L neporabljenih 
sladkorjev. Vrednosti skupnih sladkorjev pri sevih izoliranih iz jabolčnega vina v proseni 
pivini so bile med 15,06 g/L (ZIM 3711) in 42,73 g/L (ZIM 3704). Pri S. eubayanus × S. 
kudriavzevii ZIM 3711 je ostalo v vzorcu po fermentaciji najmanj sladkorjev, kar pa ni 
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paradoxus ZIM 3707, in sicer 23,08 g/L, pri čemer je v omenjenem vzorcu ostalo 16,95 
g/L sladkorjev. Po drugi strani je S. uvarum ZIM 3704 tvoril 15,17 g/L etanola, kar pa spet 
ni bilo najmanj med sevi izoliranimi iz jabolčnega vina. Najmanj etanola je tvoril sev S. 
uvarum × S. cerevisiae ZIM 3617, in sicer 13,38 g/L. Na splošno so pivski sevi spet tvorili 
nekoliko več alkohola kakor sevi, izolirani iz jabolčnega vina. 
 
Tudi med fermentacijo prosene pivine so kvasovke tvorile glicerol. Kot je razvidno iz Slike 
22, so tvorile nekoliko več glicerola v primerjavi s fermentacijo ječmenove pivine. Pri 
sevih S. pastorianus so se vrednosti nastalega glicerola gibale med 16,94 g/100 mL (ZIM 
345) in 29,20 g/100 mL (ZIM 172). Pri sevih Saccharomyces spp., so bile vrednosti spet 
nekoliko nižje, in sicer med 15,96 g/100 mL (ZIM 3704) in 26,48 g/100 mL (ZIM 3706). 
 
Preglednica 11: Koncentracija neporabljenih fermentabilnih sladkorjev po končani fermentaciji pivskih 
sevov S. pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina v ajdovem pivu. 
Oznaka seva Glukoza [g/L] Maltoza [g/L] 
Začetna koncentracija 7,34 3,55 
ZIM 166 0,00 0,60 
ZIM 171 0,00 0,48 
ZIM 172 0,00 0,60 
ZIM 200 0,00 0,00 
ZIM 283 0,00 0,79 
ZIM 303 0,00 0,60 
ZIM 306 0,00 0,50 
ZIM 337 0,00 0,59 
ZIM 345 0,00 0,57 
ZIM 367 0,00 0,00 
ZIM 1823 ni podatka ni podatka 
ZIM 2203 0,00 0,55 
ZIM 2271 0,00 0,43 
ZIM 3704 0,00 0,89 
ZIM 3705 0,00 0,00 
ZIM 3706 0,00 0,00 
ZIM 3707 0,00 0,00 
ZIM 3708 0,00 0,00 
ZIM 3709 0,00 0,00 
ZIM 3710 0,00 0,00 
ZIM 3711 0,00 0,00 
ZIM 3712 0,00 0,00 
ZIM 3713 0,00 0,00 
ZIM 3714 0,00 0,00 
ZIM 3617 0,00 2,21 
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Slika 23: Stopnja atenuacije ajdovega piva ter količina nastalega etanola in glicerola po fermentaciji pivskih 
sevov S. pastorianus in sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina. Prazna polja prikazujejo 
seve katerim tekom fermentacije nismo uspeli določiti željenih parametrov. ZIM (zbirka industrijskih 
mikroorganizmov) je oznaka različnih sevov kvasovk. 
 
Tudi po končani fermentaciji ajdove pivine so v vseh vzorcih pivskih sevov S. pastorianus 
ostali sladkorji, vendar je ostalo teh sladkorjev bistveno manj v primerjavi z ječmenovo, 
kakor tudi proseno pivino.  
 
Če pogledamo rezultate, ki so prikazani v Preglednici 11, vidimo, da so vsi testiranih sevi 
porabili vso razpoložljivo glukozo. Po fermentaciji je ostalo nekaj neporabljene maltoze, 
predvsem pri pivskih sevih S. pastorinus, medtem ko so sevi Saccharomyces spp., izolirani 
iz jabolčnega vina, tudi maltozo v celoti porabili, z izjemo sevov ZIM 3704 in ZIM 3671. 
Pri slednjem je ostalo največ neporabljenih sladkorjev v primerjavi z vsemi testiranimi sevi 
kvasovk, in sicer 2,21 g/L maltoze. Maltotrioze tudi v ajdovi pivini z metodo HPLC nismo 
zaznali.  
 
Vrednosti skupnih sladkorjev pivskih sevov S. pastorianus v ajdovi pivini so bile med 0,00 
g/L (ZIM 200 ter ZIM 367) in 0,79 g/L (ZIM 283). Kot je razvidno iz rezultatov, je pri 
pivskem sevu ZIM 283 ostalo v vzorcu največ sladkorjev, vendar je po drugi strani nastalo 
tudi največ etanola, in sicer 8,27 g/L. Najmanj etanola je nastalo pri pivskem sevu ZIM 
303, in sicer 4,10 g/L, pri čemer je ostalo pri omenjenem sevu 0,60 g/L skupnih sladkorjev 
po končani fermentaciji. Pri dveh sevih, ZIM 200 in ZIM 367, ki sta porabila celotno 
količino prisotnih sladkorjev v vzorcu, je po koncu fermentacije nastalo 6,63 g/L ter 6,58 
g/L etanola. V primeru sevov Saccharomyes spp., izoliranih iz jabolčnega vina so ostali 
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uvarum × S. cerevisiae ZIM 3617 (2,21 g/L). Slednji sev je zaradi najslabše izrabe 
sladkorjev tvoril tudi najmanjšo količino etanola v končnem vzorcu, in sicer zgolj 2,72 g/L. 
Ostali sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina so tvorili med 4,43 g/L (ZIM 
3712) in 6,53 g/L (ZIM 3711) etanola. Pri pivskih sevih so bili odstotki alkohola ponovno 
nekoliko višji, kakor pri sevih Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina. 
 
Tako kot med fermentacijo ostalih dveh pivin je tudi med fermentacijo ajdove pivine nastal 
glicerol. Kot je razvidno iz Slike 23, so med fermentacijo ajdove pivine kvasovke tvorile 
najmanj glicerola. Pri pivskih sevih S. pastorianus so se te vrednosti gibale med 0,00 g/100 
mL (ZIM 200) in 4,33 g/100 mL (ZIM 283). Pri sevih Saccharomyces spp. so spet bile 
vrednosti nekoliko nižje, in sicer med 0,00 g/L (ZIM 3704, ZIM 3705, ZIM 3706, ZIM 
3708, ZIM 3709, ZIM 3713 in ZIM 3714) in 4,64 g/100 mL (ZIM 3711). 
 
4.5 PRIMERJAVA SPOSOBNOSTI PORABE SUBSTRATOV PIVIN RAZLIČNIH 
SEVOV KVASOVK POD RAZLIČNIMI DEJAVNIKI OKOLJA 
 
Sposobnost rasti kvasovk na izbranih substratih smo določali s presejalnimi testi v 
mikrotitrskih ploščah, sposobnost fermentacije izbranih substratov pod pivovarskimi 
pogoji pa tako, da smo kvasovke izpostavili nizkim temperaturam. Potrebno je omeniti, da 
temperatura ni bila edini okoljski faktor, ki je vplival na izrabo substrata, ampak je bil 
pomemben dejavnik tudi dostopnost kisika. V tem primeru torej ni šlo za korelacijski 
metodi, ampak za dve različni metodi, ki sta nakazali rast in fermentacijo na izbranih 
substratih. Ne glede na omenjeno dejstvo smo lahko vseeno našli določene vzporednice 
med omenjenima metodama. 
 
Po pregledu rezultatov lahko izmed pivskih sevov S. pastorianus izpostavimo referenčni 
sev S. pastorianus W34/70 in ZIM 367. Oba seva sta najučinkoviteje izrabljala testirane 
sladkorje in pivine v mikrotitrskem formatu in v mini-fermentorjih. Tukaj je potrebno 
omeniti, da smo primerjali rastno krivuljo glede na izmerjeno optično gostoto (OD) in 
hitrost fermentacije glede na tvorbo CO2, pri čemer smo pri enem poskusu spremljali rast 
kvasovk, medtem ko smo pri drugem merili metabolno aktivnost kvasnih celic. Maltozo in 
rafinozo ter vse tri testirane pivine je v mikrotitrskem formatu uspešno fermentativno 
izrabljal tudi pivski sev ZIM 2271. Če pogledamo rezultate v mini-fermentorjih lahko 
vidimo, da je bil omenjen sev tudi pri tej metodi med metabolno učinkovitejšimi 
testiranimi sevi. Izpostaviti velja tudi pivski sev ZIM 283, ki je v mikrotitrskem formatu 
ječmenovo pivino fermentativno izrabljal najslabše od vseh testiranih sevov kvasovk, 
medtem ko je tekom fermentacij v konusnih mini-fermentorjih prikazal obetavne rezultate. 
Kot je razvidno iz rezultatov, je zanimiv tudi pivski sev ZIM 1823 – petit mutanta, ki 
tekom fermentacijskega poskusa v ajdovi pivini sploh ni bila metabolno aktivna, medtem 
ko so bili rezultati specifične hitrosti fermentacije v mikrotitrskem formatu primerljivi z 
ostalimi pivskimi sevi. 
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Med sevi Saccharomyces spp., izoliranimi iz jabolčnega vina, je zanimiv S. uvarum ZIM 
3704, ki je najučinkoviteje izrabljal testirane sladkorje in pivine v mikrotitrskem formatu, 
vendar pa tekom fermentacij v konusnih mini-fermentorjih, omenjen sev ni bil med 
metabolno najučinkovitejšimi. V mikrotitrskem formatu, je sev Saccharomyces spp., 
izoliran iz jabolčnega vina, S. uvarum ZIM 3706 relativno slabo izkoriščal testirane 
sladkorje, po drugi strani pa je prikazal zelo dobro fermentativno izrabo vseh treh testiranih 
pivin. Če pogledamo rezultate metabolne aktivnosti, omenjen sev ne izstopa v fermentaciji 
nobene testirane pivine. Sev Saccharomyces spp., izoliran iz jabolčnega vina S. uvarum × 
S. paradoxus ZIM 3707, je v mikrotitrskem formatu uspešno fermentativno izrabljal vse tri 
testirane sladkorje in pivine, tekom fermentacij v mini-fermentorjih pa je bil med 
metabolno učinkovitejšimi v ječmenovi in proseni pivini, medtem ko je ajdovo pivino 
fermentiral najslabše izmed vseh testiranih sevov, izoliranih iz jabolčnega vina. Zanimiv 
primer je tudi sev Saccharomyces spp., izoliran iz jabolčnega vina, S. eubayanus × S. 
kudriavzevii ZIM 3711. Omenjen sev je v mikrotitrskem formatu zelo učinkovito 
fermentativno izrabljal vse tri testirane sladkorje, česar pa ne moremo trditi za testirane 
pivine. S. eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711 je namreč sev, ki je najslabše 
fermentativno izrabljal vse tri testirane pivine. Po pregledu rezultatov fermentacije v 
konusnih mini-fermentorjih vidimo, da omenjen sev tudi pri tej metodi ni izstopal kot 
metabolno učinkovit sev.  
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Ovrednotiti smo želeli lastnosti pivskih sevov Saccharomyces pastorianus in sevov 
Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, ki učinkovito fermentirajo pivino na 
osnovi ajde in prosa. Ker se dandanes povečuje odstotek posameznikov, ki zaradi 
genetskih predispozicij ne tolerirajo glutena in ker ljudje zaradi različnih prepričanj gluten 
izločajo iz dnevne prehrane, so pivovarji primorani poiskati alternativo za omenjene 
posameznike. Piv na osnovi ječmena ali pšenice ti ljudje namreč ne morejo uživati. Vendar 
je zato, da bi sevi kvasovk lahko proizvedli pivo na osnovi ajde in prosa, potrebno 
zagotoviti učinkovito fermentacijo. Le-ta je odvisna predvsem od optimalnih pogojev, ki 
jih zagotovimo izbranim sevom kvasovk oziroma od izbora primernega seva kvasovk za 
določene procesne pogoje. Razumevanje zahtev in zmogljivosti posameznega seva 
kvasovk, je ključno za zagotavljanje učinkovitosti proizvodnje alternativnih piv. 
 
5.1 HIBRIDI IN NJIHOVA SPOSOBNOST SPORULACIJE 
 
Neugodne življenjske razmere, ki jih povzročajo različni abiotski dejavniki, povzročijo 
propad haploidnih celic kvasovk. Pod enakimi pogoji lahko diploidne celice vstopijo v 
spolno fazo življenjskega cikla, v proces imenovan sporulacija in proizvajajo haploidne 
spore. Za kvasovke spodnjega vrenja je, za razliko od kvasovk zgornjega vrenja, značilno, 
da zaradi svoje hibridne narave ne sporulirajo (Gibson in Liti, 2015). Dokazali smo, da 
pivski sevi S. pastorianus ne sporulirajo, medtem ko sevi Saccharomyces spp., izolirani iz 
jabolčnega vina, tvorijo spore, z izjemo seva S. eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711.  
 
5.2 DOLOČANJE TEHNOLOŠKIH LASTNOSTI KVASOVK 
 
5.2.1 Določanje sposobnosti izrabe sladkorjev in pivin različnih sevov kvasovk 
 
Specifična hitrost rasti je lastnost mikroorganizma, vezana na njegovo dedno zasnovo in 
odvisna od razmer v okolju, v katerem mikroorganizem raste. Odvisna je od faz rasti 
specifičnega mikroorganizma (Paš in Raspor, 2010). V magistrski nalogi smo želeli 
določili kateri sevi najbolje izrabljajo različne substrate, ki so značilni za pivovarsko 
okolje. Testiran substrat so predstavljali fermentabilni sladkorji – 1 % maltoza, 1 % 
maltotrioza in 1 % rafinoza – sladkorji, ki so na razpolago kvasnim celicam tekom 
fermentacije, kakor tudi različne pivine – ječmenova, prosena in ajdova.  
 
Kvasovke sladkorje pivine porabljajo v določenem vrstem redu – od enostavnejših h 
kompleksneje zgrajenim. Najprej asimilirajo glukozo. Transportni sistem za prenos 
glukoze v celico je uravnavan z razpoložljivostjo glukoze v pivini. Sledi asimilacija 
maltoze, ki v celico prehaja preko maltoznih transporterjev in hidroliza maltoze z α-D-
glukozidazo. Na izražanje genov, ki kodirajo α-D-glukozidazo, vplivata maltoza (inducira) 
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in glukoza (reprimira) (Alvares-Jr. in sod., 2007). Sledi asimilacija maltotrioze. Le-ta se v 
celico transportira z istimi transporterji kot maltoza, vendar počasneje, kar je odvisno tudi 
od seva kvasovke (Rautio in Londesborough, 2003). Prisotnost glukoze v zadostnih 
koncentracijah v pivini zmanjšuje asimilacijo in fermentacijo maltoze in maltotrioze. Ko 
kvasovke porabijo približno 50 % glukoze v pivini, se začne asimilacija in fermentacija 
maltoze in maltrotrioze, kar je odvisno tudi od sestave pivine in vrste kvasovke (Stewart, 
2006). 
 
Kot so ugotovili že Gibson in sod. (2013), je očitna razlika med pivskimi sevi in sevi 
izoliranimi iz jabolčnega vina, če primerjamo fermentacijo disaharida maltoze in 
trisaharida maltotrioze – na slednjem je fermentacija bistveno manj donosna. Naši rezultati 
nakazujejo, da je bila tudi sposobnost fermentacije trisaharida rafinoze občutno slabša v 
primerjavi s fermentacijo maltoze pivskih sevov, česar pa ne moremo trditi za seve, 
izolirane iz jabolčnega vina. Razlika v fermentaciji sladkorjev se je najbrž pojavila zaradi 
same sestave sladkorjev. Kot so ugotovili že Hittinger in sod. (2010), so se geni za 
galaktozo tekom evolucije rodu Saccharomyces velikokrat spremenili v nefunkcionalne in 
ker je trisaharid rafinoza sestavljen tudi iz galaktoze, to lahko pojasnjuje slabšo 
fermentacijo pri nekaterih sevih kvasovk. Po drugi strani so Dulermo in sod. (2016) 
ugotovili, da vrsta S. eubayanus, ki je ena izmed starševskih organizmov hibrida S. 
pastorianus, vsebuje funkcionalne gene za asimilacijo galaktoze. Kot že omenjeno, je 
rafinoza trisaharid, sestavljen tudi iz galaktoze, kar pomeni, da imajo pivski sevi S. 
pastorianus, kakor tudi sevi, izolirani iz jabolčnega vina, zmožnost asimilacije rafinoze. 
Med pivskimi sevi S. pastorianus so rafinozo kot edini vir ogljika uspešno fermentativno 
izrabljali ZIM 367, referenčni sev S. pastorianus W34/70 in ZIM 2271. Tudi med sevi 
Saccharomyes spp., ki so bili izolirani iz jabolčnega vina, smo opazili, da so določeni sevi 
uspešno fermentativno izrabljali rafinozo. Šlo je predvsem za seve S. uvarum (ZIM 3704, 
ZIM 3714) ali hibride med vrstami S. uvarum (ZIM 3707) ali S. eubayanus (ZIM 3711). 
Tudi za kvasovko S. uvarum je značilno, da vsebuje funkcionalne gene za asimilacijo 
galaktoze (Dulermo in sod., 2016) in posledično lahko asimilira rafinozo. 
 
Tudi Meier-Dörnberg in sod. (2017) opisujejo razlike v sposobnosti 
fermentacije/asimilacije vseh fermentabilnih sladkorjev (glukoze, maltoze, maltotrioze itd.) 
med sevi pivskih kvasovk. Problem predstavlja predvsem sposobnost fermentacije 
trisaharida maltotrioze. Če pogledamo rezultate naše magistrske naloge vidimo, da so vsi 
pivski sevi, z nekaj izjemami, kot je na primer sev ZIM 1823, maltotriozo fermentirali 
najslabše izmed treh testiranih sladkorjev. Za vnos maltotrioze je potrebna prisotnost 
transmembranskih transporterjev, kot sta Agt1 ali Mtt1 (Mty1). Rezultati raziskav 
nakazujejo, da naj bi bili omenjeni transporterji odsotni pri pivskih sevih S. pastorianus 
linije Saaz (Gibson in Liti, 2015). Glede na omenjeno dejstvo, da je petit mutanta ZIM 
1823 učinkovito asimilirala oziroma fermentativno izrabljala maltrotriozo, lahko sklepamo, 
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da ima petit mutanta ZIM 1823 več transmembranskih transporterjev, kar ji omogoča boljši 
privzem in asimilacijo maltotrioze. 
 
Do nastanka petit mutant pride spontano, ko se del mitohondrijskega genoma divjega tipa 
kvasovk izloči z rekombinacijo, kar ima za posledico izbris genov, ki kodirajo encime 
dihalne verrige. Izbris teh specifičnih zaporedij genoma se kompenzira s pomnožitvijo 
preostale DNA, ki predstavlja okvarjen mitohondrijski genom. Pogostost nastanka petit 
mutant pri pivskih kvasovkah je med 0,1 in 4 %. Na povečanje nastanka petit mutant 
vpliva shranjevanje kvasnih celic pri 0 °C (Jenkins in sod., 2009). V našem primeru je ZIM 
1823 petit mutanta seva ZIM 158 (Stražiščar, 1999), ki ni bil vključen v analizo, saj je 
proizvodni sev Pivovarne Laško-Union in s tem v zbirki ZIM shranjen kot varen depozit.  
 
Ugotovili smo, da tako pivski sevi, kakor sevi, izolirani iz jabolčnega vina, bolje 
izkoriščajo maltozo v primerjavi z rafinozo in maltotriozo. Prav tako lahko na podlagi 
rezultatov potrdimo, da sevi, izolirani iz jabolčnega vina, hitreje asimilirajo maltozo in 
rafinozo, medtem ko maltotriozo hitreje asimilirajo pivski sevi S. pastorianus. Magalhães 
in sod. (2017) so primerjali pivske seve S. eubayanus, S. cerevisiae in interspecifične 
hibridne seve med jabolčno fermentacijo. Ugotovili so, da je kinetika porabe sladkorjev 
največja pri sevu S. eubayanus, medtem ko interspecifični hidridni sevi kažejo boljšo 
porabo sladkorjev v primerjavi s S. cerevisiae, vendar še vedno slabšo v primerjavi s S. 
eubayanus. 
 
Če primerjamo rast na vseh substratih, ki smo jih testirali, tako rast na sladkorjih kot 
edinem viru ogljika, kot v različnih pivinah v mikrotitrskem formatu, lahko poleg 
referenčnega seva S. pastorianus W34/70 izpostavimo pivski sev ZIM 367, ki je med 
tistimi, ki je najbolje izkoriščal vse tri testirane sladkorje in vse tri testirane pivine. Pri 
sevih Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, je prej omenjenima pivskima 
sevoma ekvivalenten S. uvarum ZIM 3704, ki je prav tako najbolje fermentativno izrabljal 
vse tri testirane sladkorje, kakor tudi vse tri testirane pivine. Izpostaviti velja tudi S. 
eubayanus × S. kudriavzevii ZIM 3711, ki je zanimiv z vidika, ker je v posameznih 
fermentabilnih sladkorjih rastel relativno dobro, medtem ko je v vseh treh testiranih 
pivinah v mikrotiterskem formatu rastel najslabše izmed vseh sevov, izoliranih iz 
jabolčnega vina. 
 
5.2.2 Določanje sposobnosti tvorbe hlapnih fenolnih spojin (fenotip POF +/-) 
 
Pivske kvasovke lahko med fermentacijo proizvajajo nekatere hlapne fenolne spojine, v 
večini primerov sta to 4-vinil gvajakol in 4-vinil fenol. Glavni substrat za nastanek teh 
hlapnih fenolnih spojin je ferulična kislina, ki se nahaja v pivini (Vanbeneden in sod., 
2008). Sposobnost tvorbe hlapnih fenolnih spojin smo določili z vohom in na podlagi 
značilnega vonja sklepali, ali so sevi sposobni konverzije hidroksicimetnih kislin v hlapne 
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fenole (fenotip POF +/-). Pozitiven rezultat je predstavljala petrijeva plošča s fenotipom 
POF+, referenčnim sevom, ki je dišala po klinčkih. To metodo so opisali Meier-Dörnberg 
in sod. (2018).  
 
Dokazali smo, da pivski sevi S. pastorianus ne tvorijo hlapnih fenolnih spojih, saj lahko 
hidroksicimetne kisline dekarboksilirajo zgolj do vinilnih fenolov, ne zmorejo pa jih 
pretvarjati v etilne fenole in jih zato lahko uvrstimo med negativne kvasovke POF 
(Diderich in sod., 2018). Sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina, so 
pozitivne kvasovke POF, saj z dekarboksilacijo hidroksicimetnih kislin le-te pretvarjajo v 
hlapne fenolne spojine (Vanbeneden in sod., 2008). Človek je z udomačitvijo kvasovke S. 
pastorianus izbral seve, ki so negativne kvasovke POF. Za številne pivovarske seve je 
namreč značilno, da nimajo sposobnosti produkcije fenolnih spojih, kar je posledica 
mutacije v genih PAD1 in FDC1 (Gallone in sod., 2016; Mukai in sod., 2014). 
 
5.3 KINETIKA FERMENTACIJE JEČMENOVE, PROSENE IN AJDOVE PIVINE 
RAZLIČNIH SEVOV KVASOVK 
 
5.3.1 Hitrost fermentacije 
 
S fermentacijami v konusnih mini-fermentorjih smo ugotovili, da pivski sevi S. 
pastorianus najbolje izkoriščajo pivino na osnovi ječmena, medtem ko v fermentaciji 
prosene in ajdove pivine ni bistvene razlike med pivskimi sevi S. pastorianus in sevi 
Saccharomyces spp., ki so bili izolirani iz jabolčnega vina. Značilnost kvasovk spodnjega 
vrenja je učinkovita fermentacija maltoze in maltotrioze (Boulton in Quain, 2001; Libkind 
in sod., 2011; Zheng in sod., 1994), kar je izrednega pomena, saj maltoza in maltotrioza 
skupaj predstavljata približno 80 % vseh fermentabilnih sladkorjev v ječmenovi pivini 
(Jespersen in sod., 1999; Vidgren in sod., 2010). 
 
V ječmenovi pivini je potekala najučinkovitejša fermentacija, kar je bilo pričakovano. 
Krivulja kinetike fermentacije je v nekaterih primerih, na primer ZIM 172, ZIM 306, ZIM 
367 in ZIM 1823, nakazala na dosego faze platoja in posledično konec fermentacije. Glede 
na rezultate o kinetiki fermentacije lahko proseno pivino enačimo z ječmenovo pivino. Ker 
krivulja kinetike fermentacije prosene pivine ni dosegla faze platoja, lahko trdimo, da bi 
rezultati stopnje atenuacije in koncentracije nastalega etanola bili še boljši, če bi 
fermentacija tekla dlje časa. Fermentacija ajdove pivine je bila občutno počasnejša v 
primerjavi s fermentacijami ostalih dveh testiranih pivin. Ajda v primerjavi z ječmenom in 
prosom vsebuje nekoliko več beljakovin, bistveno manj fermentabilnih sladkorjev, ima pa 
tudi višjo skupno vsebnost kovinskih ionov in hlapnih fenolnih spojin. Skupna vsebnost 
kovinskih ionov v ječmenovi pivini je 0,6 mg/L, medtem ko je vrednost v ajdovi pivini 3x 
višja, in sicer 1,8 mg/L. Tudi vsebnost hlapnih fenolnih spojin je v ajdovi pivini znatno 
višja, in sicer 9,91 mg/L, v primerjavi z ječmenovo pivino, kjer je vrednost omenjenih 
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spojin zgolj 1,21 mg/L. (Deželak, 2014; Deželak in sod., 2014). Deželak in sod. (2014) so 
dokazali, da so koncentracije bakra v ajdovi pivini višje kakor v ječmenovi pivini. Čeprav 
imajo kvasovke določene mehanizme za vzdrževanje primerne koncentracije bakra v 
celicah in so v okolju zgolj koncentracije bakra > 1 mg/L toksične, lahko že koncentracije, 
ki so bile zaznane v ajdovi pivini (0,3 mg/L), vplivajo na metabolizem kvasovk. Določali 
so tudi koncentracije cinka v ajdovi pivini. Normalne koncentracije cinka, ki so smatrane 
kot zadovoljive in netoksične, se gibljejo med 0,28 in 0,55 mg/L pivine. V ajdovi pivini so 
zaznali znatno višje koncentracije cinka (1,25 mg/L), ki so lahko toksične za kvasovke. 
Vzrok za slabšo fermentacijo je glede na omenjena dejstva najbrž v sami osnovni surovini, 
v ajdi. Čeprav višja vsebnost proteinov nima bistvenega vpliva na potek fermentacije, pa 
predvsem manj fermentabilnih sladkorjev in višja vsebnost kovin ter fenolnih spojin vpliva 
na to. Ker so sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina prikazali boljšo 
fermentacijo ajdove pivine v primerjavi s pivskimi sevi S. pastorianus, lahko trdimo, da so 
le-ti bolje prilagojeni na fermentacijo netipičnih pivin.  
 
5.3.2 Sposobnost flokulacije različnih sevov kvasovk po končani fermentaciji 
 
Različni sevi kvasovk imajo različne stopnje sposobnosti flokulacije. Celična stena je 
kjučen dejavnik pri tvorbi flokulov (skupkov celic). Celična stena kvasovk je zgrajena iz 
proteinov in polisaharidov z negativnim površinskim nabojem, kar je posledica prisotnosti 
fosfatnih skupin (Briggs in sod., 2004). Jakost negativnega naboja je največkrat odvisna od 
seva kvasovke, faze rasti, dostopnosti kisika in pomanjkanja hranil (Akiyama-Jibiki in 
sod., 1997). Za pivske kvasovke S. pastorianus je značilno, da imajo dobre flokulacijske 
sposobnosti (Stewart in sod., 2013).  
 
Dokazali smo, da so pivski sevi S. pastorianus v ječmenovi in proseni pivini bolje 
flokulirali od sevov Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, kar je bilo 
pričakovano. Kar je zanimivo je, da je bila stopnja flokulacije v ajdovi pivini ravno 
obratna, torej so sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina bili tisti, ki so imeli 
boljše flokulacijske sposobnosti od pivskih sevov S. pastorianus, vendar je bila stopnja 
flokulacije na splošno v ajdovi pivini znatno manjša v primerjavi z ječmenovo in proseno 
pivino. Potrdimo lahko tudi dejstvo, da je bila v večini primerov stopnja flokulacije večja v 
proseni pivini pri pivskih sevih in sevih, izoliranih iz jabolčnega vina, kakor v ječmenovi 
pivini. 
 
Kot so dokazali Verstrepen in sod. (2003), je ključnih dejavnikov pri flokulaciji veliko. 
Pomembna je prisotnost selektivnih proteinov – flokulinov, kakor tudi količina kalcijevih 
ionov v pivini, saj so le-ti nujno potrebni za aktivacijo flokulinov. Pomemben dejavnik je 
tudi prisotnost različnih sladkorjev (glukoze, saharoze, maltoze) v pivini. Če so omenjeni 
sladkorji v pivini prisotni, je namreč flokulacija lahko upočasnjena. Glede na rezultate v 
ajdovi pivini, kvasovke po končani fermentaciji morda izrazijo manj selektivnih proteinov 
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– flokulinov ali pa pivina vsebuje manj kalcijevih ionov. Kot že omenjeno, so kalcijevi ioni 
nujni za vezavo in aktivacijo flokulinov, le-ti pa so ključnega pomena pri flokulaciji. 
Zaradi omenjenih dejstev je stopnja flokulacije v ajdovi pivini lahko najnižja. Po drugi 
strani lahko iz rezultatov o koncentraciji neporabljenih fermentabilnih sladkorjev vidimo, 
da po končani fermentaciji ravno v ajdovi pivini ostane najmanj neporabljenih sladkorjev. 
Torej dejstvo, da je flokulacija upočasnjena, če je v pivini prisotnih več sladkorjev, ne drži. 
V našem primeru se je zgodilo ravno obratno: manj sladkorjev, manjša je stopnja 
flokulacije.   
 
Kot je razvidno iz že objavljenih raziskav, lahko boljše flokulacijske sposobnosti kvasovk 
spodnjega vrenja za razliko od kvasovk zgornjega vrenja, pripišemo tudi različnemu 
številu kopij genov FLO, ki kodirajo flokuline. Kvasovke spodnjega vrenja, med katere 
spada tudi S. pastorianus imajo še dodatno kopijo gena Lg-FLO1, ki vpliva na boljše 
flokulacijske sposobnosti (Gallone in sod., 2016). Kot primer variabilnosti je tudi študija 
vinskih kvasovk, kjer so ugotovili, da se le-te najbolj razlikujejo v številu kopij genov, tudi 
FLO genov (Steenwyk in Rokas, 2017). Na podlagi vseh omenjenih dejstev lahko 
sklepamo, da so razlike med sevi in posledično razlike v stopnji flokulacije, ne le na račun 
različne sestave testiranih pivin, ampak tudi na račun različnega števila kopij flokulacijskih 
genov.  
 
5.3.3 Stopnja atenuacije in količina nastalega alkohola ter glicerola 
 
Po končani fermentaciji različnih pivin smo primerjali sposobnosti različnih sevov 
kvasovk. Zanimalo nas je, koliko fermentabilnih sladkorjev so kvasovke porabile in koliko 
alkohola ter glicerola so tvorile tekom poskusa. Po pregledu rezultatov vidimo, da po 
končani fermentaciji vseh treh pivin pivskih sevov S. pastorianus in sevov Saccharomyces 
spp., izoliranih iz jabolčnega vina, ostanejo neporabljeni fermentabilni sladkorji. Kvasovke 
med procesom fermentacije iz glukoze, maltoze oziroma maltrotrioze tvorijo etanol in 
ogljikov dioksid. Kot so dokazali Brickwedde in sod. (2017), kvasovke najprej in najhitreje 
fermentirajo glukozo, sledi maltoza, medtem ko je kinetika fermentacije maltotrioze dosti 
počasnejša. Le-to ima za posledico podaljšan čas fermentacije in nepopolno fermentacijo 
sladkorjev. Rezultati naše analize HPLC so pokazali, da sevi tekom fermentacije porabijo v 
večini primerov celotno količino glukoze v pivini, medtem ko maltoza in maltrotrioza (v 
ječmenovi pivini) ostaneta po koncu fermentacije kot neporabljena fermentabilna 
sladkorja.  
 
Pri pivskih sevih S. pastorianus je bila stopnja atenuacije sladkorjev najmanjša v 
ječmenovi pivini in največja v ajdovi pivini, medtem ko je bila stopnja atenuacije v proseni 
pivini po vrednostih vmes. Pri sevih Saccharomyces spp., izoliranih iz jabolčnega vina, je 
bila stopnja atenuacije v ječmenovi in proseni pivini skoraj enaka, medtem ko je bila v 
ajdovi pivini še vedno največja. Največja stopnja atenuacije v ajdovi pivini je bila 
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predvsem iz razloga, ker sama ajdova pivina že v osnovi vsebuje zelo malo sladkorjev, 
govorimo o relativno osiromašeni pivini v primerjavi z ječmenovo in proseno pivino, ki jih 
kvasovke tekom fermentacije izrabijo za tvorbo etanola (Deželak, 2014). Prav tako je 
pomembno omeniti, da smo imeli v ajdovi pivini kot vir ogljika zgolj glukozo in maltozo, 
povrh vsega pa je bila količina teh sladkorjev bistveno manjša kot v ječmenovi in proseni 
pivini. Razlog, da je ajdova pivina že v osnovi vsebovala bistveno manj ekstrakta kakor 
prosena in ječmenova pivina, najverjetneje nakazuje na nepravilno izveden proces priprave 
ajdove sladice – slajenje. 
Stopnja atenuacije ter količina nastalega etanola in glicerola je odvisna predvsem od vrste 
pivine in seva kvasovk. Običajno se za inokulacijo ječmenove pivine uporablja 1,5–2,0 × 
107 cel./mL. Na ta način fermentacija pivine z 12 % ekstraktom traja v povrečju pet dni, po 
koncu fermentacije je stopnja atenuacije okrog 85 % (Deželak, 2014). Tudi v našem 
primeru smo za fermentacijo ječmenove pivine uporabili inokulum s končno koncentracijo 
1,5 × 107 cel./mL in pivino s 14 % ekstraktom ter v petih, šestih dneh glede na rezultate o 
kinetiki fermentacije, v nekaterih primerih dosegli fazo platoja. V teh primerih je bila 
stopnja atenuacije med 40 in 70 %. Ko smo uporabili pivino na osnovi prosa in ajde je 
koncentracija inokuluma bila enaka, in sicer 1,5 × 107 cel./mL, vendar zaradi drugačnega 
substrata, na katerega kvasovke genetsko in fenotipsko niso prilagojene, fermentacija ni 
potekala enako kot fermentacija ječmenove pivine. Posledično, so tudi rezultati stopnje 
atenuacije in količine nastalega etanola in glicerola, različne.  
Deželak (2014) je v doktorski disertaciji izvajal fermentacije ječmenove in ajdove pivine 
ter določal količine nastalega etanola po fermentaciji. Količine nastalega etanola po 
fermentaciji ječmenove pivine so se gibale med 0,29 % (TUM SL17) in 4,30 % (TUM 
34/70). V fermentacijskem poskusu je uporabil pivine z 10 % ekstraktom in končno 
koncentracijo inokuluma 1,5–2,0 × 106 cel./mL. Če primerjamo te vrednosti z našimi 
rezultati, vidimo, da so se koncentracije etanola po fermentaciji ječmenove pivine gibale 
med 14,11 g/L (1,4 %; ZIM 3710) in 34,00 g/L (3,4 %; ZIM 2271), pri čemer smo 
uporabili pivino s 14 % ekstraktom in končno koncentracijo inokuluma 1,5 × 107 cel./mL. 
Vrednosti nastalega etanola so primerljive, čeprav je potrebno omeniti, da so bili v 
fermentacijskem poskusu uporabljeni različni sevi kvasovk, pivine z različnim odstotkom 
ekstrakta in koncentracijo inokuluma, različni volumni pivin, itd., je pa fermentacijski 
poskus v obeh primerih potekal pri 14 °C. Po fermentaciji ajdove pivine je Deželak (2014) 
v doktorski disertaciji ponovno določil vrednosti nastalega etanola. Le-te so se gibale med 
3,19 % (TUM SL17) in 3,79 % (TUM 34/70). Vrednosti naših rezultatov so se gibale med 
2,72 g/L (0,3 %; ZIM 3617) in 8,27 g/L (0,8 %; ZIM 283). V obeh raziskavah je bil 
uporabljen skupen sev kvasovke, in sicer referenčni sev S. pastorainus 34/70, ki je v našem 
primeru po končani fermentaciji ajdove pivine tvoril 7,01 g/L (0,7 %) etanola. Kot je 
razvidno iz primerjave rezultatov, so vrednosti nastalega etanola po fermentaciji ajdove 
pivine bistveno različne. Ponovno je potrebno omeniti, da so bili v fermentacijskem 
poskusu uporabljeni različni sevi kvasovk, z izjemo referenčnega seva S. pastorainus 
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34/70, pivine z različnim odstotkom ekstrakta in koncentracijo inokuluma, različni 
volumni pivin, itd., je pa fermentacijski poskus v obeh primerih ponovno potekal pri 14 
°C. Zaradi omenjenih razlogov je najbrž prišlo do odstopanj pri rezultatih nastalega etanola 
po fermentaciji.   
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• Pivski sevi Saccharomyces pastorianus hitreje asimilajo trisaharid maltotriozo, 
medtem ko sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina hitreje asimilirajo 
disaharid maltozo in trisaharid rafinozo kot edini vir ogljika.  
 
• Pivski sevi Saccharomyces pastorianus najučinkoviteje fermentirajo pivino na 
osnovi ječmena, sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina, pa 
primerljivo učinkovito fermentirajo pivini na osnovi ječmena in prosa.  
 
• Sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina, bolj učinkovito fermentirajo 
ajdovo pivino v primerjavi s pivskimi sevi Saccharomyces pastorianus, kar 
dokazuje, da so bolj odporni na povišane koncentracije kovinskih ionov in fenolnih 
spojin v ajdovi pivini. 
 
• Višja vsebnost proteinov v ajdovi pivini povzroča večjo motnost pivine, medtem ko 
na samo fermentacijo nima bistvenega vpliva.  
 
• Pivski sevi Saccharomyces pastorianus bolje flokulirajo v ječmenovi in proseni 
pivini, medtem ko sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina, bolje 
flokulirajo v ajdovi pivini.  
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Pivo velja, ne samo po svetu, temveč tudi v Sloveniji, za eno izmed najbolj priljubljenih 
alkoholnih pijač. Tradicionalno se za varjenje piva uporablja predvsem ječmen, vendar 
dandanes osnovo za proizvodnjo piva predstavljajo tudi druga žita. V magistrski nalogi 
smo raziskali možnost proizvodnje piva s sevi kvasovk, ki so potencialno uporabni za 
industrijsko proizvodnjo piv na osnovi ajde in prosa.  
 
V magistrski nalogi smo najprej identificirali vrste kvasovk s sekvenciranjem regije ITS in 
določili medvrstne hibride. Prav tako smo vsem testiranim sevom določili sposobnost 
sporulacije. Nato smo vsem kvasovkam določili tehnološke in fermentativne lastnosti. 
Vsem testiranim sevom smo določili sposobnost tvorbe hlapnih fenolnih spojin. S 
presejalnimi testi smo določili sposobnost rasti kvasovk na izbranih substratih v 
mikrotitrskem formatu, ter sposobnost fermentacije izbranih substratov pod pivovarskimi 
pogoji. Testirane substrate so predstavljali fermentabilni sladkorji kot edini viri ogljika – 1 
% maltoza, 1 % maltotrioza in 1 % rafinoza – sladkorji, ki so na razpolago kvasnim 
celicam tekom fermentacije, kakor tudi različne pivine – ječmenova, prosena in ajdova. Po 
končanem fermentacijskem poskusu smo določili stopnjo flokulacije s testom HELM in 
izvedli kemijsko analizo končnega produkta – piva. Iz rezultatov analize HPLC smo 
pridobili podatke o količini porabljenih fermentabilnih sladkorjev ter količini nastalega 
etanola in glicerola. 
 
S presejalnimi testi v mikrotitrskem formatu smo dokazali, da so vsi testirani sevi kvasovk 
najprej fermentativno izrabljali disaharid maltozo, sledil je trisaharid maltrotrioza in nato 
trisaharid rafinoza. Ugotovili smo tudi, da sevi, izolirani iz jabolčnega vina, hitreje rastejo 
na maltozi in rafinozi kot edinem viru ogljika, medtem ko maltotriozo hitreje asimilirajo 
pivski sevi S. pastorianus. Po končanih fermentacijskih poskusih smo glede na rezultate o 
kinetiki fermentacije dokazali, da je fermentacija ječmenove pivine zdaleč najboljša, kar je 
bilo pričakovano že zgolj zaradi dejstva, da je celoten proces – od zrnja do stekla – od 
začetka do konca proizvodnega procesa, optimiziran. Fermentaciji ječmenove pivine je 
sledila fermentacija prosene pivine, kot najmanj učinkovita pa se je izkazala fermentacija 
ajdove pivine. Posledično je seveda tudi končni produkt fermentacije prosene in predvsem 
ajdove pivine imel slabše pivovarske lastnosti – predvsem nižjo vsebnost etanola – v 
primerjavi s produktom na osnovi ječmena. Pomemben parameter dobrega proizvodnega 
seva je tudi stopnja flokulacije. Ugotovili smo, da so pivski sevi S. pastorianus bolje 
flokulirali v ječmenovi in proseni pivini, medtem ko so sevi Saccharomyces spp., izolirani 
iz jabolčnega vina, bolje flokulirali v ajdovi pivini. Dejstvo je, da je bila stopnja flokulacije 
na splošno v ajdovi pivini znatno manjša v primerjavi z ječmenovo in proseno pivino.  
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Glede na vse pridobljene rezultate lahko potrdimo, da imajo nekateri pivski sevi S. 
pastorianus in nekateri sevi Saccharomyces spp., izolirani iz jabolčnega vina, primerne 
tehnološke lastnosti za proizvodnjo brezglutenskega piva.  
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Priloga A: Minimalno vpeto drevo, narejeno na podlagi koeficienta podobnosti genetskega polimorfizma 
regije IGS med sevi S. pastorianus. 
 
Priloga B: Minimalno vpeto drevo, narejeno na podlagi koeficiena podobnosti genetskega polimorfizma v 
mikrosatelitskih zaporedjih med vrstami S. uvarum in hidridnimi sevi rodu Saccharomyces (Vrhovnik, 2019). 
ZIM 367, ZIM 303, ZIM 2203, ZIM 200, ZIM 172, ZIM 171 I  , I  , I  , I  , I  , I  I  , I  , I  , I  , I  , I  I  , I  , I  , I  , I  , I  
ZIM 345, ZIM 166 I  , I  I  , I  I  , I  
ZIM 283 I  I  I  
ZIM 337 I  I  I  ZIM 306 I  I  I  
ZIM 2271, ZIM 1823 I  , I  I  , I  I  , I  
ZIM 3589, ZIM 3621 I  , I  I  , I  I  , I  
ZIM 3613 I  I  3613I  
ZIM 3595, ZIM 3617 I  , I  I  I  I  , ZI  3617 I  , I  
ZIM 3610 I  I  I  
ZIM 3580 I  I  I  3580 
ZIM 3608 I  I  I  
ZIM 3623 I  I  I  
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M + Glu + Glic + EtOH  1:1 
7,2 345 40 
8,5 100 10 
12,5 44 5 
20,0 42 10 
M + Glu + Glic + EtOH  1:2 
7,2 172 




M + Glu + Glic + EtOH  1:4 
7,2 88 




Maltrotrioza 6,7 89 10 
Maltrotrioza 6,7 42 5 
Maltrotrioza 6,7 19 2,5 
Rafinoza 6,7 78 10 
Rafinoza 6,7 27 5 
Rafinoza 6,7 16 2,5 
 
